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FORMATION 
ET PROPRIETES DE LA FONCTION-ANTICORPS 
CORRESPONDANT AUX MOLECULES ORGANIQUES 
DE FAIBLE POIDS MOLECULAIRE 


par J. LOLSELEUR 
(avec l’assistance de M'"'e M. SAUVAGE). 


Unstitut Pasteur, Service de Chimie-Physique.) 


Un travail antérieur (1) a montré que les molécules organiques 
de faible poids moléculaire se comportent comme de véritables 
antigénes et entrainent la formation d’anticorps spécifiques. 

La multiplicité des faits et des vérifications expérimentales 
permet maintenant d’établir les caractéristiques de ce genre 
nouveau d’immunité. On retrouve toutes les propriétés eénérales 
des anticorps correspondant aux antigénes protéidiques, mais 
ces propriétés sont ici atténuées par suite du faible volume molé- 
culaire de l’antigéne : le pouvoir floculant est peu marqué, tout 
en étant indiscutable. Par contre, l’antigeéne peut étre séparé 
de l’anticorps par simple dialyse, ce qui facilite l’interprétation 
des faits. On constate ainsi l’apparition trés rapide d’une « fonc- 
tion-anticorps », résultant de l’adaptation directe des globulines 
a Pantigéne. 


I. — Techniques employées pour la recherche des anticorps. 


Tout le début de ce travail a reposé sur Vemiploi exclusif de 
tests physico-chimiques (mesure des variations spécifiques de la 


(1) J. Lorseneur et Me M. Livy. Ces Annales, 1947, 73, 116. 
Annales de UVInstitut Pasteur, t. 78, n° 1, 1950. 4 
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viscosilé ou de Vindice réfractométrique) qui étaient appliqués 
au sérum total. hp 
Un grand progrés a pu ¢tre réalisé grace a la localisation cons- 
tante de l’anticorps dans les globulines, ce qui permet d’opérer 
sur une fraction purifée du sérum. Par suite de I’élimination des 
constituants inertes du sérum, la sensibilité des tests est consid¢- 
rablement amplifiée et la floculation qui se manifeste fréquem- 
ment vient épauler les résultats précédents. 
Il suffit de rappeler Vessentiel des méthodes physico-chimiques 
0,0S5ec du sérum neutralisent venin ajouté 
30: in vivo lmgr de venin & lee de sérum 


77 30'sérum = 0,01850 20mer 


0,02150 7 50°venin = 0,01032 


15mer 


0,02050 
0,01950 


0,01850 


0,01750 


addition de 0,5 cc H“0 & 2,808 de sérum 
0 


0,01650 15 minutes 


Temps écoulé depuis l'introduction du venin 
Courbe I (a). 
[Voir légende a la courbe I (b).] 


qui ont déja été exposées. Elles reposent sur l’analyse des phéno- 
ménes qui accompagnent la floculation. Celle-ci est évidemment 
précédée de la rencontre de Vantigéne et de l’anticorps, ec’est- 
a-dire de l’accolement des deux molécules (J. Bordet), ce qui 
se traduit par augmentation de la viscosité. La technique con- 
siste, comme on le sait, & suivre dans un micro-viscosimétre 


(type Couette, perfectionné par Lecomte de Nouy, Chaix et 
Verrain) l’évolution des variations instantanées de la viscosité 
du sérum quand on y introduit lantigéne. 

A titre de justification, voici Papplication [coube I (a)} de cette 


> 


technique a l’étude d'un sérum antivipérin. On constate que ta 
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viscosilé augmente progressivement avec laddition de venin, 
pour atteindre son maximum a 20 mg. : l’addition de 30 me 
. = . . °° 
mdee au contraire, une chute de la viscosité. Or, précisé- 
aoe - eas ee : 
Ae hie la technique biologique (par injection, a la souris, 
un mélange de sérum et de venin), le sérum neutralise 20 g. 
de venin. : 
Pour faire apparaitre la zone d’équivalence, il suffit de porter 


0,02150 


\ 


Z6ne d'équivalence 
0,02050 


~ Valeur absolue de 
Se la viscosité @ 30° 


Somer 


Poids de venin ajouté @ 2,5cce de sérum 


Courbe I (b). 


TITRAGE DU SERUM ANTIVIPERIN PAR LA METHODE DE YISCOSITE. 


On introduit d’abord [courbe I (a)], dans le viscosimétre, 2,5 cm? du sérum anti- 
vipérin étudié : la valeur de la viscosilé se stabilise 4 0,01850. A ce moment, sans 
démonter Il’appareil, on ajoute 0,5 cm? de NaCl a 7 p. 1.000 contenant 0,74 mg. 
de venin. La viscosité augmente jusqu’da 0,01953. On rejette ce mélange et on 
répéte les opérations précédentes en introduisant des quantités croissantes de venin 
(chaque fois dissoutes dans le volume constant de 0,5 cm®), 

On constate, sur les courbes, que Ja viscosité augmenle d’abord 4 chaque addi- 
tion, puis tombe brusquement quand la concentration de venin atteint 30 mg. 

Dans la courbe I (b), on a porté en abscisse les quantités de venin et en ordonnée 
les valeurs correspondantes de la viscosité de fagon a obtenir Ja figuration de la 
zone d équivalence. 


en abscisse [courbe I (b)] les poids de venin ajoutés au sérum 
et en ordonnée les valeurs correspondantes de la viscosite. 
Cette technique de viscosité sera employée constamment par la 
suite, de préférence a la mesure des variations de l’indice réfracto- 
métrique, méthode aussi sensible, mais beaucoup plus laborieuse : 


f ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


la méthode de viscosité permet d’éludier un sérum, en quelques 
heures, avec 8 a 10 points de la courbe, tandis que la méthode 
réfractométrique exige plusieurs semaines. 


Nota. — 1° Pour réduire les quantités de sérum, on emploie 
toujours une dilution de sérum au 1/2 dans une solution de NaCl 
a7 p. 1.000 ap = 7, 

2° Quand la mesure de viscosité est terminée, on transvase 
dans un tube a essai, le mélange de sérum et d’antigéne et l'on 
porte & Vétuve & 45° pendant plusieurs heures. On note alors, 
sil y a lieu, Vapparition et importance de la floculation. 


Il. — Diversité des antigenes expérimentés. 


Les expériences ont été faites avee les molécules organiques 
les plus diverses, appartenant a la série grasse ou a la_ série 
aromatique (tableau I). 


Tasteau |. — Antigénes expérimentés (antigénes hydrosolubles. 
Ethanol. Xylose. Acétate Na. Ethylamine. Glycocolle. 
Phénol Arab nose. Lactate Na. Aniline Alanine. 
Hydroquinone. | Mannose. Tartronate Ca. |p-phényléne-dia-| Leucine. 
Gatacol. Saccharose, d-tartrate Na. mine. Cysteine. 

Tréhalose Citrate Na. Arginine. 
Kalfinose. Oléate Na Histidine. 
Glucosamine. | Beuzoate Na. Phénylalanine. 


Salicylate Na. 
Phtalate Na. 


Véronal. Disulfonate dindigo. a-ascorbique. Phlorydzine. 
Antipyrine. Vert naphtochrome. a-nicotin que. Morphine. 
Pyramidon. Bleu de méthyléne. a-doisynolique. 


p-aminophényl - 
sulfamide. 

Pénicilline. 

Streptomycine. 


In mettant a part le cas des colorants, ’expérience montre que 
toutes ces molécules possédent, & des degrés qui seront étudiés 
ultérieurement, le pouvoir antigéne et sans qu’aucun échec ou 
résultat douteux ait été observé. Leur propriété commune est 
d’étre soluble dans Peau a pH = 7,4. 

Pour les colorants, le pouvoir antigéne est l’inverse de leur 
pouvoir tinctorial. Pour étre antigénique, le sulfonate d’indigo 
doit étre injecté a forte dose. Le vert naphtochrome est un anti- 
gene trés médiocre. Quant au bleu de méthyléene, il est dépourvu 
de tout pouvoir antigéne, quelle que soit la dose — méme 
IMthale mise en cuvre, Or, parmi ces colorants, le bleu de 
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méthyléne posséde le pouvoir tinctorial le plus élevé. On verra, 
par la suite, que la formation de l’anticorps est liée au maintien 
de l’antigéne dans la circulation, condition qui n’est plus réalisée 
si, dés son introduction, l’antigéne se fixe sur l’endothélium 
vasculaire. 

Toxicité de certains antigénes. — Les doses élevées requises 
pour la préparation de l’animal entrainent, pour certains de ces 
antigénes, des effets toxiques qui, d’ailleurs, n’entravent nulle- 
ment la formation de l’anticorps. 

Le phénol entraine une élévation immédiate de la température. 
On observe, aprés quelques jours de traitement, une nécrose pro- 
gressive des extrémités des membres, suivie de la chute du derme, 
puis de ]’élimination des os. Finalement, aprés vingt jours de 
traitement, l’animal ne présente plus que des moignons. 

Le salicylate de Na entraine une chute abondante des poils. 

L’hydroquinone provoque un amaigrissement rapide (perte de 
poids d’environ 10 p. 100 en sept jours). 

La streptomycine, a forte dose, paralyse le train postérieur, 
accident qui disparait avec la cessation du traitement. 

Pour certains antigénes, comme la morphine, il est préférable 
d’administrer des doses croissantes, mais en prolongeant le trai- 
tement pendant plusieurs semaines. 

On note, par contre, l’innocuité totale de |’éthanol administré 
en injections intramusculaires : un lapin peut subir impunément, 
pendant quinze jours consécutifs, l’injection quotidienne de 
10 cm? d’alcool pur, en dilution au 1/2 dans du sérum physio- 
logique. On ne constate ni amaigrissement, ni lésions hépatiques. 

Cas des antigénes insolubles dans l eau. — L’expérience a porté 
sur les molécules suivantes (tableau IT) : 


Tasteau Il. — Molécules expérimentées (molécules liposolubles). 
Benzaldéhyde. Testostérone (propionate). 
Salicylate d’amyle. Bromotriphényléthyléne. 
Cinnamate d’éthyle. 

Exaltolide. 


Ces molécules sont dissoutes dans l’huile d’olive et injectées 
sous la peau (5 em® chaque fois). Immédiatement apres on masse 
légérement, de facon a étaler sous la peau le nodule d’huile et 
accélérer la résorption. Malgré un traitement prolongé, i] na 
jamais été possible d’observer, dans ces conditions, la formation 
d’anticorps. 


En résumé, l’examen des tableaux I et IH permet de fixer les 
conditions pour qu’une molécule organique soit antigénique : 

1° La condition essentielle est de posséder la solubilité dans 
Veau & pH = 7,4, condition qui permet a la molécule de pénétrer 
dans la circulation. 
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2° Il n’existe aucune limite inférieure pour le poids moléculaire 
de Vantigene, puisque l'éthanol et V'acétate de Na constituent 
déja des antigénes remarquables. 

3° La valeur antigénique est indépendante de la présence de 
V'azote dans la molécule. 


Nota. — L’influence des divers groupements fonctionnels sera 
considérée ultérieurement. 


Ill. —- Méthodes de préparation des animaux. 


Quand on prépare un animal par Vinjection d’un antigéne 
protéidique, la premiére élape consiste évidemment a mettre 
l'antigéne au contact des protéides plasmatiques dans la circu- 
lation, ¢’est-a-dire dans l’ensemble constitué par les capillaires, 
le systeéme réticulo-endothélial et la lymphe interstitielle. Ce 
contact se prolonge (2) jusqu’&é ce que l’antigéne ait subi une 
dégradation compatible avec son élimination rénale. 

Si l’on applique la méme technique en prenant comme antigéne 
une simple molécule organique de faible poids moléculaire [8 (a)}, 
on n’obtient pas la formation d’anticorps. I] faut alors recourir au 
couplage de celle petite molécule organique sur un _ antigéne 
protéidique. Les anticorps que Landsteiner, Gobel, Avery et leurs 
collaborateurs ont ainsi préparés sont spécifiques de la molécule 
organique (acide tartrique, acide phénylarsinique...) couplée sur 
la proléide auxiliaire. 

J’ai été conduit a supposer : 1° que, dans le systéme antigénique 
précédent, le réle de la protéine auxiliaire consiste simplement & 
matntenir dans la circulation la petite molécule organique ; 2° que 
la molécule organique ne forme pas a elle seule un anlicorps, 
parce que sa petite taille entraine une grande diffusibililé, ce qui 
ne lut permet pas de persister dans la circulation pendant la durée 
requise pour la formation de Vanticorps ; 3° qwil doit étre possible 
d’opérer avec la petite molécule organique seule, & condition 


dadapler la technique de préparation — les doses et la cadence 
des injections — & la structure physique particuliére de Vantigéne. 


On est conduit ainsi & préparer les animaux par une_ sorte 
d’inondation continue de l’organisme. 

routes les expériences ont été faites sur le lapin., 

2) Sauf exception pour le cas d’un protéide spécifique (hormone 
protéidique, toxine, venin) qui subit une fixation directe des qu'il 
1 pénétré dans la lymphe qui baigne le tissu réceptif. 

> (a) |] Il est 4 rappeler que M"° Y. Anmann a montré que certaines 
molécules organiques couplées sur la tyrosine, 
irylaromatiques, posstdent des propriétés 
Rapports entre la 


ainsi que les acides 
antigéniques tras nettes 
pécificité sérologique et la constitution chimiqui 
juelques antigénes, Paris, 1939). 
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A coté de la méthode, déja décrite, par injections préparantes 
multiples prolongées pendant dix a vingt jours consécutifs, deux 
nouvelles méthodes sont satisfaisantes : l’emploi d’une forme inso- 
luble de l’antigéne et ]’administration de doses massives. Nous 
allons comparer rapidement l’efficacité de ces trois méthodes. 


a) INJECTIONS PREPARANTES MULTIPLES. — Cette méthode reste 
excellente et a permis de préparer des centaines d’animaux. Elle 


LAPIN PREPARE PAR (Gp ls0H 


’ iN 
+6 =f ‘ 
e . 
’ 1 
~ ‘ ‘ 
H ‘ x 
H ; 
+5 ‘ H sérum prélevé 2 jours iH 
; \ apres la. fin des if 
Hi ‘ injections préparantes, ! 
+4 i t ! 
' ‘ 4 
t H ' 
‘ H ’ 
’ t ' 
' ‘ ’ 
+3 d i ; 
’ ’ ’ 
a ' 
‘ ‘ ‘ 
~, s ‘ u 
fd . i ‘ J 
+2 H . / 4 ‘ 
' ‘ . uf 
‘ ' x ‘ ’ 
' , 4 o 
‘ ‘ . } ‘ 
’ ri a} s ry 
‘ ' ‘ s 
’ ' , ‘ , 
’ ' ‘ A 0) 
poe : q 
4 ‘ : a 
‘ ‘ \ i 
H O44 0,6 6,8 Img 
. Ly Py E 
' Poids G!alcool ajouté a Iot de sérum. 
7 
‘ %. a 
‘ S< et 
LK . re 


sérum prélevé sur le lapin 
neuf (avant les injections 
préparantes). 


ourcentage de la variation de la viscosité du sérum aprés addition datalcool; 


F 


Courbe II (a). 


EPREUVE DE VISCOSITE SUR LE SERUM D’UN LAPIN PREPARE AVEC L’BTHANOL. 


(Les épreuves de viscosité sont faites sur le sérum total, non purifié.) 


1° En trait plein (courbe inférieure), chez animal neuf, non préparé, Vaddition 
de quantités croissantes d’alcool 4 des volumes identiques de sérum entraine tou- 
jours une chute de la viscosilé. Chaque point de la courbe correspond 4 Jaddition 
de 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 mg. d’alcool dans 1 cm? de sérum. Les valeurs portées sur 
la courbe expriment le pourcentage de Ja variation (positive ou négative) de la 
viscosité. Dans le cas présent, il s’agit toujours d’une diminution. 

2° Le lapin subit, pendant neuf jours, 18 injections intramusculaires d’alcool. Li 
sérum, prélevé quarante-huit heures apres la cessation du traitement, montre, dans 
3 zones étroites, ume augmentation de Ja viscosilé, conséculivement 4 l’addition 
de quantités croissantes d’alcool (courbe supérieure en pointillé). La mesure de | 
viscosité réyéle ainsi les zones d’équivalence ; le maximum (+ 6.4 p. 100) est attein 
ici par l’addition de 0,3 mg. d’éthanol 4 1 cm? de sérum. 
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consiste a administrer 2 4 4 injectlons intramusculaires quoli- 
diennes (a neuf, douze, quatorze et dix-huit heures), chacune 
de 5 cm® et contenant au minimum 50 a 100 mg. d’antigene. 
Voici, a titre d’exemple, la préparation d’un lapin (2 kg.) par 
V’éthanol. On pratique d’abord sur |’animal neuf, avant traitement. 
l’épreuve de viscosité. Pour cela, on introduit dans le viscosimétre 
2.5 em® de sérum dilué au 1/2 et on mesure la viscosité. Quand 


PREPARATION D'UN LAPIN 
PAR CpgH,0H 


é 
x 


eriation de la viscosit 
d'talcool 


apres addition 


Pourcentage de la Vv 


du sér 


Courbe II (b). 
REPRESENTATION DANS LE TEMPS DE LA CouRBE I. 
(Les épreuves de viscosité sont faites sur le sérum total, non purifié.) 

En abscisse la durée de l’expérience, en jours. 

En ordonnée, le pourcentage de la variation de la viscosilé du sérum, consécuti- 
vement & l’addition d’alcool. Ces derniéres valeurs sont relevées sur la courbe pré- 
de » * ae eo ie sur ] j . 
cédente : avant Vexpérience sur le Japin neuf (jour « zéro ») et deux jours aprés 
; 5 ¥ e ° *5 * ‘ . " 
la fin de la préparation (le onzitme jour). Cette représentation permet de saisir 
immédiatement Vapparition de 


Vanticorps a la fin de le ori ‘ i 
nt a le » Ja période de préparation 
(zone hachurée). re 


la valeur est stable, et sans arréter ’appareil, on ajoute 0,5 em® 
d’une solution de NaCl a 7 p. 1.000 et a pH = 74, On mesure 
i nouveau la viscosité, qui s’établit & une valeur inférieure 
proportionnelle 4 Ja dilution qui vient d’é@tre imposée au sérum 
Le pourcentage de « 


/ 


vet abaissement est porté sur la courbe [point 
a = ah 


p. 100 sur la courbe II (a)|. On nettoie Vappareil, on 


re éte Fi 4G “A ; . ; ? ra. > ‘ t 
pete la mesure en introduisant a4 nouveau 2,5 em* de sérum ;: 
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mais, aprés Péquilibre, on introduit 0,5 cm*® de NaCl a7 p. 1.000 
qui contient 0,1 mg. d’alcool. On continue ainsi a explorer toutes 
les concentrations d’éthanol jusqu’a 1 mg. Comme il s’agit d’un 
sérum quelconque et d’un antigéne quelconque, les molécules 
d’antigéne se distribuent au hasard, sans aucune relation définie 
avec les molécules sériques, et l’ensemble de la courbe présente 
chaque fois une diminution de la viscosité. 

Pendant neuf jours, l’animal subit 4 injections intramusculaires 
quotidiennes, chacune de 5 cm* d’une dilution d’alcool absolu au 
1/2 dans du sérum physiologique. La prise de sang a lieu apres 
un repos de quarante-huit heures. L’épreuve de viscosité, prati- 
quée dans les mémes condilions qu’avant la préparation de 
animal, montre une augmentation de viscosité, localisée dans 
3 zones étroites qui constituent les zones d’équivalence. Cette 
augmentation résulte de la présence d’un anticorps [8 (b)] spéci- 
fique de l’éthanol et de l’accolement des deux molécules. 

I] est commode, pour représenter la chronologie de l’expérience, 
de porter le temps en abscisse et, en ordonnée, les pourcentages 
des variations de la viscosité [courbe II (6)], en adoptant, comme 
valeur, celle qui est relative au maximum. 


b) PREPARATION PAR UNE FORME INSOLUBLE DE L’ANTIGENE. — On 
peut tout aussi bien préparer |’animal par linjection discontinue 
(7 injections en quinze jours) d’une forme insoluble — ou du 
moins peu soluble — de l’antigéne. Sa lente dissolution par les 
électrolytes du plasma assure la libération constante de 1|’anti- 
géne dans la circulation. On revient finalement au cas précédent, 
mais en utilisant la chronologie employée classiquement pour la 
préparation d’un animal par un antigéne protéidique. Il est évi- 
dent que ce mode de préparation reste limité 4 ceux des antigenes 
qui peuvent se préter 4 la formation de combinaisons insolubles. 
Voici, a titre d’exemple, la préparation d’un lapin par le tartrate 
de Ca. 

A 2g. de tartrate de K dissous dans 20 cm* d’eau, on ajoute 
1,2 g. de CaCl, dissous dans 20 cm* d’eau. On centrifuge, on 
lave deux fois le précipité a l’eau distillée et on le met finalement 
en suspension dans 50 cm? de NaCl 7 p. 1.000. Un lapin 


[3 (b)] Pour l’instant, nous pouvons striclement conclure, d’apreés 
V’examen de la courbe II (a), que le traitement du Lapin par Péthanol 
a fait apparaitre une aptitude de combinaison du sérum pour Péthanol, 
tandis que, dans le sérum de l’anima] neuf avant traitement, la dis- 
persion de l’éthanol était désordonnée et sans aucune relation définie 
avec les molécules sériques. Mais l’ensemble des propriétés superpo- 
sées 2 cette « aptitude de combinaison » autorise a V’assimiler a un 
anticorps. Les faits expérimentaux montreront par la suite qu’il est 


plus correct de définir ici non un anticorps, Mais une « fonction-anti- 


corps » 


10 


ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


(2,26 kg.) subit linjection intramusculaire de cette suspension 
selon Ja cadence suivante (tableau III) : 


Tasteau Ill. — Préparation d’un lapin 
par linjection intramusculaire d'une suspension de tartrate de Ca. 


LL 


MEMBRE 
arriére-droit 

(cm) 

4**j0ur . 4,5 

DEO OUR nr cea fs 4,5 

GF OU Nh on ta 4,5 
Se TOUN Ts sein) ous 3 
TOS TOUL nee ea 3 
ABERIOUT) ) ee owe 3 
14° jour . 3 


MEMBRE 
arriére-gauche 
(cm) 


—— 


or 


oe ce 


50002 


~ 


MEMBRE 
avant-droit 
(cm) 


—— 


MEMBRE 
avant-gauche 
(cm') 


———— 


3 
3 


a SR SS ET 


Le sérum, prélevé le vingtiéme jour et éprouvé avec le tartrate 
de Na, donne une réponse positive. L’épreuve, répétée les jours 


: 
e 


a viscosit 


ntage de la va 


DE TARTRATE DE CALCIUM 


Nombre 


PREPARATION D'UN LAPIN PAR 7 INJECTIONS 


24 


de 
jours 


rb) 
rs 
atte) 
4 
oO 
Py 
Courbe Ill, 
\RATION D'UN LAPIN PAR LA METHODE CLASSIQUE, AVEG UN ANTIGENE INSOLUBLI 
op : ; 30 LE, 
Les épreuves de mesures sont faites sur le sérum tolal, non purilié 
urs | 7 ini j 
pl je rs, Vanimal subit 7 injection intramuseculaires de tartral 
u total ),U75 M). Les injections sont espacées de deux i trois jour 
| méthode ela ique de préparation par d wniligeane prol ‘dic 
‘ : th pre LiCp ue 
ls lion de lanti orp lk roisiem jour apre la lie 


nten { le la 


action décroit 1 


lider 
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suivants, montre la disparition rapide de Panticorps. Il est impor- 


a7 
be noter que l’épreuve est opérée sur le sérum entier, non 
purifié. 


¢) PREPARATION RAPIDE PAR ADMINISTRATION DE DOSES MASSIVES. — 
Il est possible de préparer un animal trés rapidement — en 
quelques heures — par l’administration de doses massives de 
] antigéne, en répétant l’injection au moins toutes les heures. Cette 
technique est trés utile pour étudier le mode de formation des 
anticorps. 


Un lapin de 3,190 kg. subit, pendant quatre heures, l’injection 


viscosité 


PREPARATION D'UN LAPIN PAR INJECTIONS MASSIVES 


DE _SALICYLAT! DE SODIUM 


centage de le variation de le 


Courbe IV (a). 
PREPARATION D’UN LAPIN PAR 10 INJECTIONS MASSIVES DE SALICYLATE. 
(Les mesures de viscosité sont faites sur le sérum total, non purifié.) 


Lianimal subit, de 9 heures 4 13 heures, 10 injections intramusculaires de 
salicylate de Na (300 mg.). L’anticorps se manifeste deux jours aprés. 


dune solution a 6 p. 1.000 de salicylate de Na (chaque demi-heure, 
2 injections intramusculaires de 5 cm* chacune). Le sérum, pré- 
levé le troisieme jour, témoigne de la présence de l’anticorps 


(courbe IV (a)]. 


AcTION NULLE DES PRODUITS DE LYSE. — Voici une expérience 
négative, mais importante au point de vue théorique. 

Si Ja formation de |’anticorps repose sur un remanicment des 
olobulines au moment de leur élaboration, on peut s’attendre A 
augmenter le taux de l’anticorps par Vinjection paralléle des 
produits de la lyse pancréatique de sérum ou de y-globuline. 
La courbe IV (b) reproduit les résultats obtenus avec 2 ami 
maux, préparés dans les mémes conditions pendant douze jours, 
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par le tartrate de Na: Vun sert de témoin, autre a subi en 
méme temps injection d’hydrolysat pancréatique de +y-globuline 


ACTION DE L'HYDROLYSAT DE y-GLOBULINE DE LAPIN 


+4% eX 


\nydrotysat 


Pourcentage de la veriation de le viscosité 


Courbe IV (b). 


ACTION DES PRODUITS DE LYSE DE LA y-GLOBULINE, 


Deux lapins subissent, pendant douze jours, la méme préparation par l'acide 
lartrique (1,2 g. en 24 injections). L’un sert de témoin ; l'autre recoit en méne 


temps l'injection des produits de la lyse paneréalique de y-globuline (lapin). 
Ces produits de lyse restent sans action sur Ja formation et Je taux de l’anticorps. 


de lapin. Le résultat reste inchangé, Pécart insignifiant entre les 
deux courbes relevant du facteur individuel. 


CONDITIONS GENERALES DE LA PREPARATION. — Les trois tech- 
niques précédentes aboutissent a la formation d’anticorps spéci- 
fiques qui peuvent ¢tre mis en évidence deux & quatre jours apres 
la derniére injection préparante, c’est-d-dire apres le laps de 
temps nécessaire a |’élimination de Vantigéne introduit au cours 
des injections préparantes et A la libération de Vanticorps. L’éli- 
mination rapide de Vantigéne impose ici une chronologie parti- 
culiére. 

De toutes les expériences, il résulte que le poids tolal d’anti- 
géne mis en ceuvre dans la préparation de Vanimal est plus impor- 
tant que la durée pendant laquelle cel antigéne exerce son action : 
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la meilleure méthode de préparation est Venvahissement brutal 
de la circulation par une grande masse d’antigéne. 

_ Autre point important : le taux de l’anticorps est limilé. Ni 
laugmentation indéfinie du poids d’antigéne injecté, ni celle 
de la durée de la préparation n’entrainent une augmentation cor- 
respondante du taux de l’anticorps. Ce taux atteint rapidement 
une limite qui ne peut ¢tre dépassée. On verra ultérieurement que 
augmentation de la dose préparante entraine, par contre, une 
diminution de Ja spécificité de l’anticorps. 


IV. — Localisation de l’anticorps dans la +-globuline. 


Jusqu’a maintenant, les réactions ont été faites sur le sérum 
total. Or, lanticorps ne constitue qu’une faible partie du sérum : 
autrement dit, quel que soit le test emplové pour mettre ]anti- 
corps en évidence, la sensibilité de la technique est diminuée par 


PARALLELISNE ENTRE LES MAXIMA DE VISCOSITE ET LA 
FLOCULATION DU SERUM ET DE LA y-GLOBULINE. 


lees viscosité 
densité optique / y-globuline 
20% y-globuline, "is \ 


oo ; \ 


pa 


globu 


6 
< 


SU ileal oo! 


At 
0. 


0 097 : 
que du sérum, 


0,0. 


sérum Fiscosité 


Vn 
f \\densite optique 


la densité opt 
ssPte opti 


€ 
0 
a 


Pourcentage de la variation de la viscosité, 


de la dens 


00.93 


oougrt ation 4 


Poids d'antigené par ec de sérum 
ou de y-globuline, 


Lapin préparé per 22,4g. de raffinose en 56 injections pendant 
6 jours 


Courbe LV (ce). 


FLOCULATION DU SERUM PREPARK, EN PRESENCE DE SON ANTIGENE. 


Animal préparé avec le raffinose. L’addilion de raffinose entraine la floculation 
du sérum total aussi bien que de la y-globuline. La floculation est mesurée par les 
variations de la densité optique. A noter, dans les deux cas, le parallélisme entre 
les courbes de viscosité et de densilé optique. 
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la masse des protéines inertes qui ne participent pas a la réaction, 
qu’il s’agisse du test de la viscosité, de la mesure de la variation 
de l’indice de réfraction et, surtout, de la floculation, ot les 
protéides inactifs jouent un role protecteur. De fait, l’observation 
de la floculation avec les sérums préparés avec les antigénes 
considérés ici est extrémement rare, sauf pour les antigénes d'un 
poids moléculaire plus élevé (raffinose, streptomycine...). La 
courbe IV (ce) relate ainsi les floculations (mesurées par les varia- 
tions de la densité optique) qui apparaissent aussi bien dans le 
sérum total que dans la y-globuline d’un animal préparé avec 
le raffinose. 

Dans le cas général, les substances inactives du sérum s’op- 
posent a l’apparition de la floculation. Le plus grand intérét 
s’attache done A Visolement et a la purification de l’anticorps. 
Différentes techniques ont été employées. 


a) FRACTIONNEMENT PAR LE SULFATE D’AMMONIUM. — Il a déja 


+10% LOCALISATION 
DE L'ANTICORPS =” 


\ 


/  * pseudo- 
+8 ni \globuline 
J \ 
/ \ 
‘) \ 
1 \ 
i 5 
+6 ! ae Pee 
! 
j 
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+ 
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Variation reletive de la viscosité 


Bs 
/ 


ea 
; sérum 
albumine 


—— i 4{—__ ; 
0,10 0,20 0,30me. 


Poids d'tantigéne ajouté 4 lee de sérum 


Courbe YV. 


LOCALISATION DE L’ANTICORPS DANS LES PSEUDO-GLOBULINES, 


Lapin préparé pendant sept jours par 26 injections de xylose. Le 
le lendemain de la dernitre injection est fractionné par SO (NH,)2 
successives sont dialysées, ramenées au méme ‘ aéee 
de viscosité, 

On constate : 1° que la presque totalilé de Vanticorps est renfermée dans les 
pseudo-globulines ; 2° que, consécutivement 4 l’élimination des fractions inactives 


’ 

du sérum, la réaction de viscosité devient beaue i 

‘ 7 caucoup plus importante s : 
globulines que sur le sérum total. Se 


sérum préleyé 
Les fractions 
volume, puis examinées par l'éprenve 
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été montré qu’on peut localiser Vanticorps et purifier le sérum 
sans que le traitement lui fasse perdre ses propriétés spécifiques. 
fl est important de rappeler ici cette expérience : 

Un lapin (2.800 kg.) est préparé, pendant sept jours, par une 
dose totale de 260 mg. de xylose, administrée en 26 injections 
intramusculaires. Le sérum, prélevé le lendemain de la derniére 
injection, est traité par des doses croissantes de sulfate d’ammo- 
nium. Les fractions suecessives (euglobulines, pseudo-globulines 
et sérum-albumine) sont amenées, aprés dialyse, & un méme 
volume et examinées par l’épreuve de viscosité. La courbe V 
montre que l’anticorps est principalement localisé dans les pseudo- 
globulines. Ces derniéres se montrent plus actives que le sérum 
entier et entrainent, en présence de l’antigéne, un accroissement 
spécifique de viscosité plus élevé (9,4 au lieu de 3,9 p. 100). Cette 
augmentation se retrouve constamment (tableau IV) dans les 
pseudo-globulines isolées. 


TasLeAu L[V. — Localisation de l’anticorps. 
ANTIGENE EXPERIMENTH 
Xylose 
Arabinose 
ned n° 2 
Durée de la préparation (en jours). yi 4 6 
Dose totale injectée (en mg.). . . 260 160 420 
Nombre d’injections. 28 16 2H 
Pourcentage de augmentation du 
test de viscosilé : 
Avec le sérum entier (1) . 5366) no) onD 
Avec les euglobulines 4,8 2,4 6,5 
Avec les pseudo-globulines . 9,4 3,3 48 
Avec la sérum-albumine . 4 4 ibe) Aco 


(1) Prélevé le lendemain de la derniére injection préparante. 


1 OE LEA LE LLL ELD LE ED 


|b) FRACTIONNEMENT DES EUGLOBULINES. — Nous avons ulilisé une 
autre méthode de fractionnement (méthode de Pérez et Sandor) 
qui permet d’isoler les euglobulines. Un lapin est préparé pendant 
treize jours avec une dose totale de 4,6 g. d acetate de Na, admi- 
nistrée en 20 injections intramusculaires. Le sérum, prélevé 
quarante-huit heures aprés la fin du traitement, est dilué 
au 1/3 par addition d’eau distillée et dialysé pean vingt heures 
a la glaciére sur eau bidistillée. Au cours de la dialyse, on renou- 
velle a deux reprises |’eau distillée du dialyseur. On obtient ainsi 
une premiére fraction 1, d’euglobuline. On acidifie avec Dic ea 
tion par addition d’acide acélique Jusqu a pH = 6,4. Il se produit 
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un deuxiéme précipité E, d’euglobuline. On centrifuge ces deux 
fractions (E, + E,) que lon améne a 7,4 et redissout dans une 
solution de NaCl a 7 p. 1.000. Le restant du liquide, amené 
) 7,4, est additionné d’un volume égal d’une solution saturée de 
SO,—(NH,)?, puis dialysé. Finalement, toutes ces fractions sont 
amenées A un volume double de celui du sérum. 

L’épreuve de viscosité montre (courbes VI et VIL) que Ia tola- 


LAPIN PREPARE A L'ACETATE DE SODTUM 
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Fuglobulines 
(Ej + Ep ) 


Pourcentage de la variation de la viscosité en présence d'tacétate de 


Courbe VI. 


(Voir légende & la courbe VII.) 


lité de |’ anticorps se trouve dans les pseudo-globulines, alors que 
les fractions d’euglobulines (E, + E,) sont inactives, 


Nota. — L’étude des variations électrophorétiques du sérum au 
cours de la préparation sera publiée ultérieurement. 


. > syo py ., al 

c) PRockDE PRATIQUE POUR LA PURIFICATION DES séRUMS. — On 
est ainsi conduit a opérer exclusivement sur le sérum purifié, 
Voici le procédé pratique qui est constamment employe : 
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LAPIN.PREPARE A L'ACETATE DU Na 


+1 
Pseudo- 
2 globuline 
“d 
wn 
8 
a+1Q 


Pourcentage de la variation de la vi 


tus OMe OURS) 
MMMM 


/ Tuglobuline 


Courbe VII. 


LOCALISATION DE L’ANTICORPS DANS LES PSEUDO-GLOBULINES. 


Un lapin est préparé pendant treize jours par 20 injections intramusculaires 
d'acétate de Na (au total 4,6 g.). L’épreuve de viscosité est faite, quarante-huit 
heures aprés la fin du traitement : 1° sur les euglobulines (E; + Ey) isolées d’abord 
apres dialyse, puis aprés ajustement du pH a 6,4; 2° sur la fraction pseudo- 
globulinique restée en solution. La courbe VI montre que les pseudo-globulines 
renferment la totalité de l’anticorps. La courbe VII représente Vévolution de la 


formation de l’anticorps au cours de la préparation de Vanimal. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 78, n° 1, 1950. 2 
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On mesure le volume V du sérum (qui doit étre parfaitement 
limpide). On refroidit & 0° et on ajoute un volume ae d'une 


solution saturée de SO, (NH,)? amenée a pH = 7,4 et a 0°. 
On agite et on centrifuge. 
Le culot est redissous en ajoutant V cm® d’une solution de NaCl 


LAPIN PREPARE A L'ACETATEZ DE SQDIUM 
(8,5g en 28 injections pendant I5J.) 


v-plobuline F 
a 
{ 
oe aS \ 


: ‘ 
“9 . Mes ae 
Por acum su gay caleculine, 


aprés addition d'acétnte. 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


lf -5\3 
Courbe VIII. 


COMPARAISON DES RESULTATS DE L'EPREUVE DE. VISCOSITE OPEREE, 
SOIr SUR LE SERUM TOTAL, SOIT SUR LA y-GLOBULINE, 


L'animal est préparé, pendant quinze jours, par 28 injections d’acétate de Na 
(6,5 g. au total). Trois jours aprés la fin du traitement, l’épreuve de viscosité est 
effectuée en double : 1° sur le sérum total non purifié (courbe pointillée) ; 2° sur 
la y-globuline (courbe en trait plein). On remarque que, d’autre part, la réaction 
devient alors beaucoup plus intense consécutivement a l’élimination des substances 
inactives du sérum et, d’autre part, que la floculation apparait, en restant localisée 
sur le deuxiéme maximum de viscosité. 


ry 
] 


a 7 p. 1.000 et & 7,4; on précipite a nouveau en ajoutant — de 


SO, (NH,)? saturé. On agite. On centrifuge et on rejette le 
liquide en égouttant soigneusement le tube a centrifuger, 
On dissout le précipité dans V cm* d’eau distillée et on améne 


i 7,4. La dissolution du précipité doit étre totale. On ajoute un 
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cristal de thymol et on transvase dans un dialyseur constitué par 
un cylindre (diamétre = 2 cm.) de cellophane trés mince. On 
plonge le dialyseur dans une éprouvette contenant 3 litres de 
NaCl 7 p. 1.000, a pH = 7,4. On prolonge la dialyse pendant une 
semaine, en renouvelant, tous les jours, la solution extérieure. 
A la fin, on s’assure que la réaction de Nessler est négative. 
On améne alors a 2 V le volume de la solution protéique, par 


LAPIN PREPARE PAR LE PHTALATE DE POTASSIUM 
(6,6 Sr en 26 infections pendant 15 jours) 


~.__.7 Poids de phtalate ajouté a lec de sérum 
ind ou de y-globuline. 


Pourcentage de la verietion de la viscosité 


Courbe IX. 


COMPARAISON DE L’EPREUVE DE VISCOSITE SUR LE SERUM TOTAL 
ET SUR LA y-GLOBULINE. 


Animal préparé pendant quinze jours par 28 injections de phtalate de K (6,6 g. 
au total). La réaction de la y-globuline est beaucoup plus intense et saccompagne 
en méme temps de floculation. 


addition de NaCl a 7 p. 1.000 et 4 7,4. On conserve !a solution 
a la glaciére en présence de thymol. 


Nota. — 1° Au cours des manipulations, tous les volumes succes- 
sivement indiqués doivent étre mesurés avec précision. 

2° Le sulfate d’ammonium et le thymol entrainent une dénatu- 
ration partielle, qui se traduit par l’apparition d'un trés léger 
précipité. 

3° Les dosages d’azote, pratiqués systématiquement sur la frac- 
tion ainsi isolée, sont dépourvus de signification. En effet, ce taux 
de l’azote varie avec la fréquence des saignées pratiquées sur l’ani- 
mal, saignées importantes d’ailleurs, puisqu’elles atteignent un 
volume de 40 a 50 cm® pour un lapin d’un poids moyen de 2 kg. 
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JUSTIFICATION DE LA TECHNIQUE. — Voici, a titre d’exemple, l’ap- 
plication de cette technique a des sérums d’animaux préparés 
par différents antigénes. L’épreuve de viscosité est, chaque fois, 
pratiquée en double, sur le sérum total non purifié et sur sa 
-globuline isolée par le procédé précédent. On constate dans tous 
les cas une augmentation de l’amplitude du test de viscosité. Les 
courbes VIII et IX sont relatives & des animaux préparés par 
injections multiples prolongées pendant plusieurs jours. I] est 


PREPARE PAR LE BENZOATE D sovI 
z(0,5 er en 10 njections pendant 4 heures) 


10 


Y-globuline 


‘ 
‘ 
0,4 ‘0,5 0,6 Ome o78mer. 
jPoids de benzoate ajouté & lee de_eérum 
“ <0 de yrelobul safe 


Pourcentage de la Variation do la viscosité 


aprés addition de benzoate 


\ A - 
‘ ‘ =e =o? 


Courbe X. 
(Voir légende a la courbe XI.) 


important d’observer, sur les courbes de y-globuline, l’appari- 
tion de la floculation (mentionnée sur chaque courbe par / ou 
selon son importance). 

Les courbes X et XI sont relatives 4 des animaux préparés 
par la technique massive. On constate encore, dans ce cas, |’in- 
térét d’opérer avee le sérum purifié. 


> 


CONSERVATION DE L’ANTICORPS. — Le sérum, ainsi purifié, peut 
étre conservé a la glaciére pendant plusieurs semaines, soit apres 
filtration sur bougie, soit en présence d’un cristal de thymol. 
Dans ce dernier cas, le thymol entraine une légére dénatura- 
tion, caractérisée par |’apparition d’un tres léger floculat localisé 
autour du thymol. Ce précipité apparait trés rapidement, mais 
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a 


n’augmente pas au cours de la conservation, La solution doit 
etre centrifugée immédiatement avant l’emploi. 


Nota, — Au cours de la préparation de la y-globuline, et surtout 


au cours de la dialyse, on opére constamment en présence de 
thymol. 


V. — Apparition et persistance de l’anticorps. 


Jusqu’&é maintenant, nous n’avons considéré la persistance de 
? . 
Yanticorps que dans le cas du lapin préparé par le tartrate de Ca 


LAPIN PREFARE PAR INJECTIONS MASSTVES 
LAPIN PREPARE PAR INJECTIONS MASSIVES 
DE BENZOATE: DE SODIUM 


+10% 


% 


/ 
/ 


Y-globuline / 


Pourcentage de la variation de la viscosité. 


Courbe XI. 
9 TOTAL ET DE LA y-GLOBULINE 
CoMPARAISON DU SERUM vac oewe ae 
APRHES PREPARATION PAR INJECTION MASSIVE DE BENZOATE D é 


L’animal recoit, le premier jour, de 9 heures a 13 heures, 10 injections intra- 
musculaires de benzoate de Na (au total 500 mg.). Le sérum, prélevé le Guaieeris 
jour, est divisé en deux fractions : 1° une moitié sert B Téprenye de yisposite 
effectuée directement sur le sérum total ; 2° autre moitié est are be 
y-globuline. La courbe X montre que l’épreuve de viscosiié est pe ee 
2 cas, mais plus importante avec la y-globuline. La courbe XI est la représe 0 
de l’expérience en fonction du temps. 


(courbe III), persistance qui semblait de tres faible durée. a 
si l’on opére sur le sérum total non purifié, on ne Be cast nee 
qu’une idée inexacte de 1’évolution de l’anticorps, par suite de 
la masse des substances inertes qui masque rapidement le test 
de viscosité. En réalité, l’application de la technique de purifi- 
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cation qui vient d’étre exposée permet de constater que l’anticorps 
persiste pendant plusieurs mois, au cours desquels son taux preé- 
sente une lente décroissance, analogue a celle qui suit la prépa- 
ration d’un animal par les gros antigénes protéidiques. 


Considérons d’abord le délai nécessaire & |’apparition de l’anti- 
corps : 


a) AppaRITION DE L’ANTICORPS. — L’anlicorps se manifeste des 
que l’antigéne a été éliminé. La encore, les choses se passent 


. ‘ ‘ 
LAPIN PREPARE PAR LA GLUCOSAMINE 


+10% 


Ae 


Nombre de jours 


Pourcentage de la variation de la viscosité. 


éparantes 
(4,8gr en 
(o) injections) 
Courbe XII. 

PERSISTANCE DE L'ANTICORPS, 
_, Animal préparé pendant vingt-trois jours par 40 injections de glucosamine 
(4,8 s. au total), Au cent soixante-sixitme jour, l’anticorps conserve encore un taux 
notable. 


, : 
On note, d autre part, que le pouvoir floculant n'apparaft — et encore faible- 
ment — qu'au début seulement de la manifestation de l’anticorps. 


comme pour les anligénes protéidiques, avec cette différence que 
lantigéne posséde un volume moléculaire trés faible, est plus 
soluble et est éliminé plus rapidement. Il en résulte une chro- 
nologie aussi particuliére dans l’apparition de l’anticorps que 
pour la préparation de Yanimal. Ce délai d’apparilion est tou- 
jours trés réduit : il est d’autant plus court que lantigéne possede 
un poids moléculaire plus faible. Par exemple, avec V’aleool ou 
l’acétate de Na, l’anticorps apparait vingt-quatre A soixante-douze 
heures aprés la dermiére injection préparante. Au contraire, pour 
la streptomycine, le délai est de quatre & six jours. 
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b) PersisTance pe L’immunité. — Elle atteint plusieurs mois. 
Le tableau V reproduit les durées pendant lesquelles Vanticorps 
reste observable aprés une préparation par différents antigénes : 


TasLeau V. — Durée de la persistance de l'anticorps. 


ANTIGENE 
MOClateuNG geceeuRiea cit see ttt) se eee Jos 14; jours: 
DACCUAROSC MeGhom oy Sac\rtanans) & co ccwroet hon aan S242] OUT: 
ACIGCEASCOLDLQUe TEN Syke ai cit wit oa se eee ee oe) FOUTS 
Ginmcosaminewerars fis eos eee 6 se Nel ens & SS UbOours: 
Phen Oley rere ie eae arsed coe. 10 Fours: 
Hivdroquinones ae ws erected awaeeeee: 1 9T jours: 
ASTRON | aa a ES ot ee ee 448 jours. 


La courbe XII reproduit l’évolution du taux de Vanticorps chez 
un lapin préparé pendant vingt-trois jours par 4,8 g. de gluco- 
samine. Ce taux reste encore notable aprés cent soixante-six jours. 


LAPIN PREPARE AU PHNOL 
(S er en 25 injections bendant 15 jours) 


aprés addition 4e phénol, 


Pourcentege de ls variation de 1s viscosité 


Période de 
préparation 


Courbe XIII. 
PERSISTANCE DE L’ANTICORPS. 


ours par 20 injections intramusculaires de 


j réparé pendant quinze j ; 
ee Pacorott lentement et reste encore décelable 


phénol (5 g. au total). L’anticorps 
aprés cent dix jours. 


La courbe XIII est relative 4 un animal préparé pendant quinze 
jours par le phénol (5 g. au total). L’anticorps n’a pas encore 


disparu le cent-dixiéme jour. 


no 
rag 
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Nous verrons bientot que cette persistance de l’anticorps peut 
étre encore augmentée par l’effet des injections de rappel. 


VI. — Spécificité de l’anticorps. 
Pour le sérum total non purifié, il suffit de rappeler les exemples 
de spécificité qui ont été décrits précédemment (par exemple, la 
spécificité des sérums d’animaux respectivement préparés avec 


LAPIN PREPARE PAR L'ALCOOL ETHYLIQUE 


(140cc en 38 injections pendant 20 jours) 


Epreuve de viscosité 


alcool méthylique o———-» 
alcool éthylique -~.———. 


alcool propylique «corer. Vas 


x 


Pourcentage de la variation de la viscosité 
aprés addition d'alcool, 


Poids d'alcool ajouté & lee de v-globuline, 


Courbe XIV. 


SPECIFICITE DE L’ANTICORPS. 


Lapin préparé pendant vingt jours par 38 injections d’éthanol (112 g. au total). 


4 ’ ’ *% . s . . » 

Sérum prélevé le quatritme jour apres la fin du traitement. L’épreuve de viscosité 
pratiquée avec les alcools méthylique, éthylique et propylique, montre J’étroite 
spécificité de Vanticorps pour 1’éthanol. 


le xylose ou l’arabinose, avec Vacide d-tartrique, etc.). La méme 
spécificité se retrouve quand on opére avec la »-globuline,. 

La courbe XIV est relative a un lapin préparé pendant vinet 
jours par l’administration de 112 g. d’éthanol en 38 injections 
intramusculaires, L’épreuve de viscosité a été effectuée avec les 
aleools méthylique (courbe en tirets), éthylique (courbe en trait 
plein) et propylique (courbe en pointillé). On constate la spécificité 
remarquable de Vanticorps, bien que les alcools homologues. 
méthylique et propylique, ne différent de Vantigéne que par un 
groupe — CH, — en plus ou en moins, ec’est-d-dire par une lon- 
guenr de chaine inférieure a 1,5 A. 
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LAPIN PREPARE PAR L'ACIDE BENZOTQUE 


Epreuve de viscosité 


avec l'acide benzofque 


e la variation de ls viscosité, 


Epreuve de viscosité 
avec le benzaldéhyde 


Pourcentage d 


Courbe XV. 


L’animal subit une longue préparation par l’acide benzoique (2 séries d’injec- 
tions préparantes et 4 injections de rappel). La y-globuline est éprouvée au quatre- 
vingt-neuviéme jour avec l’acide benzoique et la benzaldéhyde. La spécificité est 
satisfaisante. 


LAPIN PREPARE AVEC LA g-LEUCINE ; 
@ gr en 31 injections pendent 19 jours} 
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Courbe XVI. 


SpHCIFICITE DE L’ANTICORPS. 


Lapin préparé pendant dix-neuf jours par 38 injections de g-leucine (au_ total, 
S g.). L’épreuve de viscosité, pratiquée d'une part avec la g-leucine (courbe pleine) 
et, d’autre part, avec la d-leucine (courbe pointillée), révéle la spécificité de 
lanticorps. 
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Il est & noler que, pour vérifier la précision des mesures, on 
a controlé les épreuves de viscosité par addition de 0,025 et 
0,075 mg. d’éthanol. Les points. obtenus ont encadré exactement 
le premier clocher de la courbe (obtenu par 0,05 mg. d antigéne). 
La préparation d’un animal avec l’acide benzoique permet 
d’observer (courbe XV) la spécificité remarquable de |’anticorps, 


LAPIN PREPARE PAR L'ARGININE (base) 
(8 gr en 3l injections pendant 18 jours) 
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Courbe XVII. 


SPECIFICITE DE L’ANTICORPS. 


Lapin préparé pendant dix-neuf jours par 31 injections d’arginine (8 g. au total). 
L’épreuve de viscosité est faite avec larginine, la citrulline et Vornithine. 


en l’éprouvant par l’acide benzoique d’une part, et par la benzal- 
déhyde d’autre part. 

La courbe XVI montre la spécificité de Vanticorps dun lapin 
préparé par la g-leucine (courbe pleine) : le résultat de l’épreuve 
est beaucoup plus faible avec la d-leucine. 

Pour l’arginine (courbe XVII), le résultat est moins satisfaisant. 
L’animal a été préparé pendant dix-neuf jours par 8 g. d’arginine, 
en 31 injections. La y-globuline est éprouvée avec l’arginine, |’ or- 
nithine et la citrulline, L’écart de spécificité est satisfaisant entre 
arginine et ornithine. Mais, pour la citrulline, la courbe pre- 
sente, dans le premier clocher, une augmentation supérieure a 
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celle de arginine. La présence de ces anomalies est l’indice que 
animal a été préparé avec une dose excessive d’antigéne, 
s ea 
La courbe XVIII est relative & un animal préparé pour dix- 
neuf jours avec le p-aminophénol. La y-globuline a été éprouvée 
avec le pxaminophénol, l’aniline et le phénol : le phénol donne une 


LAPIN PREPARE AU_p-AMINOPHENOL 


(7,5 gr en 31 injections pendant 19 jours) 


aniline 0 fe) (0) fe) (0) fe} 


Praminophénol Q,2 


FLOCULATIONS 


phénol 0 3 


aprés addition de l'antigéne, 


Poids d'antigéne ajouté & lee de y-globuline 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Courbe XVIII. 
SPECIFICITE DE L’ANTICORPS. 
Lapin préparé, pendant dix-neuf jours, par 31 injections de p-aminophénol. 
L’épreuve de viscosité est faite avec le p-aminophénol (courbe pleine), le phénol 


(courbe pointillée) et l’aniline (courbe en tirets). L’optimum de floculation se mani- 
feste avec le p-aminophénol. 


réaction comparable a l’anligene ; mais l’aniline est beaucoup 
moins active. 


SpriCIFICITES SINGULIEREs. — On peut classer dans cette caté- 
gorie certains cas ot la spécificité est en défaut par suite de Ia 
nature elle-méme de l’antigéne. — 

Le premier exemple est fourni par le glycocolle. Un lapin est 
préparé, pendant dix-neuf jours, par 8 g. de elycocolle, adminis- 
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trés en 31 injections. Sa y-globuline est éprouvée avec le glyco- 
colle, l’acétate de Na et |’éthylamine (courbe XIX): l’épreuve 
montre, pour chacun de ces deux derniers corps, un résultat nette- 
ment plus important qu’avec le glycocolle. Or, ce résultat est 
intéressant, puisqu’il permet de vérifier — trés indirectement 
d’ailleurs — la validité des théories proposées pour le mode de 
dissociation des acides aminés. On sait que deux théories ont 
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Courbe XIX 


SPECIFICITE SINGULIERE DE L’ANTICORPS. 


Lapin préparé, pendant dix-neuf jours, par 31 injections de glycocolle (8 g. au 
total). Le sérum donne une réponse positive, d’une part, avec le glycocolle et, 
d’autre part, avec l’acétate de Na et l’éthylamine. L’intensité de la réaction de 
viscosilé est, pour chacun de ces deux corps, plus grande qu’avec le glycocolle, 
ceci en accord avec les valeurs respectives des pK. On remarque que les maxima 
sont localisés dans des zones superposables. 


clé proposées sur le mode de cette dissociation au point isoélec- 
trique. Dans la théorie classique, la molécule serait neutre. Au 
contraire, la théorie du « Zwitterion » de Bjerrum — que d’autres 
considérations rendent plus acceptables — considére la molécule 
comme totalement dissociée. Le choix entre ces deux théories 
présente un intérét considérable, puisqu’il aboutit a assigner, a 
la force des groupements acide et basique, des valeurs tres diffé- 
rentes. La tableau VI présente, a cdté de ces valeurs (Kg de la 
fonction acide), la valeur de l’acide acétique : 
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Tasteau VI. — Force assignée a 1a fonction acide. 
Glycocolle (théorie classique) .......... Ka=1,8.40—1 
Glycocollet(Zwittorion)e)-e ieee Sw eee 3,904 
ACIdexaCeliqueimn ass i. BE of co tokect PL eee toe oe 4,8.10—5 


Or, l’étroit parallélisme que l’on remarque sur la courbe XIX 
entre le glycocolle et lacétate de Na conduit a assigner, a leurs 
plk, des valeurs voisines, c’est-a-dire a considérer comme plus 
valable la théorie de Bjerrum que l’ancienne théorie classique. 

Voici un autre exemple de spécificité singuliére. Deux lapins 


LAPIN PREPAR® A J.1SYDROQUINONE 
(2,8 er en 21 injections pendant 12 jours) 


+ 10% 


hydroouinone 


e la viscosité 


0.2 
Poids d’antigéne 


Pourcentage de la variation d 
aprés addition d'antigéne, 


Courbe XX. 
(Voir légende page suivante.) 


sont préparés, l’un par l’hydroquinone (courbe XX), l'autre par 
le phénol (courbe XXI). Dans les deux cas, la y-globuline est 
éprouvée avec le phénol et avec I’hydroquinone. On constate que 
le lapin préparé avec Vhydroquinone réagit exclusivement a 
Vhydroquinone, et nullement avec le phénol ; par contre, le lapin 
préparé avec le phénol réagit avec le phénol et, bien micux 
encore, avec l’hydroquinone. Si l’on compare simplement les for- 
mules développées du phénol et de l’hydroquinone, 


Ou OH 
C ¢ 
¢ 5 


OH 
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on peut donner |’interprétation immédiate suivante Sones 
préparé par hydroquinone ne peut réagir quavec : se eRe 
oxy- en para; inversement, l’anticorps, préparé avec le. phénol, 
réagit encore mieux, si on offre, pour union de l’antigéne et 
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(2,8 gr en 14 injections) 
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Courbe XX]. 


SPECIFICITE sINGULIERE DE L’ANTICORPS 
Courbe XX, lapin d’abord préparé 
quinone (2,8 g. au total) et injection de rappel au trentitme jour. Le cent vingt- 
deuxiéme jour, le sé¢rum réagit spécifiquement avec Vhydroquinone, mais reste 
négatif avec le phénol. 


pendant douze jours par 21 injections d’hydro- 


Courbe XXI, inversement, lapin préparé 


10) injections de phénol (2,8 g. au total 
rappel au quinziéme jour. Le 
phénol, mais mieux encore avec 


Successivement par un traitement de 
) pendant cing jours, puis par 1 injection de 
sérum, prélevé le trentidme jour, réagit avec le 
Vhydroquinone, 
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de Vanticorps, deux groupes spécifiques au lieu d’un seul. 
L’existence de ces spécificités implique évidemment que l’anticorps 
trouve, entre des molécules homologues, des différences plus pro- 
fondes que ne le laisse apparattre l’examen des formules schéma- 
ques. Par exemple, pour ces derniéres spécificités inversement 
croisées entre le phénol et l’hydroquinone, voici Vinterprétation 
que permet la mésomérie (4). La structure électronique des com- 


LAPIN PREPARE PAR INJECTIONS YASSIVES DE PHENOL ET INJECTIONS DE_RAPPEL 


, (0,83er en 6 heures) + (0,66gr en 2 jours) 
Epreuve de viscosité avant traitement Epreuve de viscosité aprés traitement 
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hydroquinone 


Courbe XXII. 


SPECIFICITE SINGULIERE DE L’ANTICORPS. 


A droite, épreuve de viscosité sur l’animal neuf (non préparé), avec le phénol et 
lhydroquinone. L’animal subit une préparation massive par le phénol (0,83 g. en 
six heures), suivie, six jours apres, par 4 injections de rappel (0,66 g.). 


A gauche, le sérum, prélevé six jours aprés, réagit avec le phénol, mais bien 
plus encore avec Vhydroquinone. 


posés benzéniques est la résultante de la configuration propre du 
noyau benzénique et des perturbations provoquées dans cette 
configuration par les effets dus aux substituants. Pour le phénol, 
la perturbation provoquée par le substituant — OH se traduit par 
le fait que le doublet électronique libre, localisé sur l’oxygéne, 
peut entrer en résonance avec les électrons x du eycle aroma- 


(4) Je dois ces renseignements a M. B. PuLitMAN, qui je renouvelle 
mes remerciements. 
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tique. Ceci est représenté par les formes suivantes de la structure 
du phénol : 


+ OH + OH + 0H 
I 


ay Ke . 
Q 0) 0 


YY 


Ces perturbations sont localisées essentiellement sur les sommets 


‘ ’ . . . . . - 
LAPIN PREPARE PAR INJECTIONS MASSIVES D'HYDROQUINONE ET INJECTIONS DE RAPP: 


(0, 83er en 6 heures) : (0, 66er en 2 jours) 
Epreuve de viscosité avant traitement Epreuve de viscosité aprés traitement 
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Courbe XXIII, 
SPKCIFICITE SINGULIERE DE L’ANTICONPS. 
A droite, épreuve de viscosité, sur Vanimal neuf (non préparé), avee I’hydro- 
quinone et le phénol. 


L’animal subit une préparation massive par l’hydroquinone (0,83 g¢. en six heures), 
suivie, quatre jours aprés, par 4 injections de rappel (0,66 g.). 


{ gauche, le sérum, prélevé six jours apres, posstde un anticorps spécifique 
de Ihydroquinone seule et ne réagissant pas avec le phénol. 


ortho el para, ce qui se traduit, pour eux, par une réactivité 
accrue, 

Pour Vhydroquinone, le mécanisme de conjugaison des substi- 
luants avec le cycle est trés analogue A ce qu'il est dans le phénol. 
En premiére approximation, on peut considérer que l’influence 
des 2 —OH en conjugaison simultanée est la somme de leur 
conjugaison séparée. Mais la distribution du nuage électronique 


entvaine des différences sensibles entre ces deux molécules : dans 
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Vhydroquinone, tous les sommets du noyau benzénique se trouvent 
aclivés, en faisant pratiquement disparaitre les défauts de charge 
des sommets méta. D’autre part, l’hydroquinone posséde égale- 
ment des liaisons C-C douées d’un indice (c’est-a-dire d’un carac- 
tere de double liaison) supérieur a celui des liaisons du phénol. 
On s’explique ainsi la réactivité plus élevée de Vhydroquinone. 

Les courbes XXII et XXIII apportent la confirmation expéri- 
mentale de cette spécificité. 

Un autre exemple de ces spécificités singuliéres est fourni par 


15% LAPIN PREPARE A L'HISTIDINE 
J ( 7,5er en 20 injections pendant 20 Jours ) 


histidine .. 
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Courbe XXIV. 
SPECIFICITE SINGULIERE DE L’ANTICORPS. 
Lapin préparé, pendant vingt jours, par 20 injections Whistidine (au total, 1,0 RE 
Le sérum de l’animal réagit faiblement avec l’histidine, mais trés énergiquement 
avec l’histamine. 


histamine. Un lapin est préparé a V’histidine (7,5 g. pendant 
vingt jours). Sa y-globuline donne une réaction faible avec Vhisti- 
dine (courbe XXIV), mais au contraire trés intense avec Vhista- 
mine: le départ du groupe carboxyle favorise donc l’union de 
l’anticorps et de l’antigéne. Néanmoins, cette y-globuline ne pos- 
sede aucun pouvoir de protection in vivo contre une injection 
d’histamine (5). 


(5) Je remercie M. N.-B. Hatpern qui a bien voulu pratiquer cette 
épreuve sur le Lapin. 
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VIL. -— Action des injections de rappel. 


Comme pour les antigénes protéidiques, le taux de Panticorps 
peut étre relevé quand l’animal, laissé au repos pendant quelques 
semaines aprés la période initiale de préparation, subit a nou- 
veau injection d’une faible dose d’antigéne (6). 

Par exemple, aprés une premiére préparation par le tartrate 


EFFET D'UNE INJECTION DE RAPPEL SUR LE TAUX DES ANTI.CORPS 
D'UN LAPIN PREPARE AVEC LE TARTRATS DE SODIUM, 


° 


2 N 


ourcentaze de la variation de la viscosité 


P, 


UMM . Nombre de jours 
riode de injections 

4préparation de rappel 

l4er en 26 (0,4e6r en 
injections) $ ind.) 


Courbe XXV. 
ACTION DES INJECTIONS DE RAPPEL. 
Aprés une premiére période de préparation par le tartrate de Na (14 g. en 26 injec- 
. a uate 4 . of Me . * na ¥ id . . . , 
tions pendant treize jours), l’animal est laissé au repos pendant vingt-trois jours. 


| i‘ Seale ines s de tartrate (¢ ‘ j 
a ce yb 3 injections de tartrate (au total, 0,4 ¢.) pendant deux jours entrainent 
le relévement du taux de l’anlicorps. 


de Na (14 g. pendant treize jours), un lapin est laissé au repos 
pendant vingt-trois jours. H subit alors trois nouvelles injections 
de tartrate 4 faible concentration (0,4 g. au total). La courbe XXV 
montre le relévement immédiat du taux de l’anticorps. 
L’expérience, répétée avee les antigeénes les plus divers, donne 
un résultat constant. La courbe XXVI est relative a un animal 
préparé par le véronal : sous Veffet de linjection de rappel, ‘e 


6) L’étude de cette sli ‘a Gté 
( ih tude de celte question mia 6té suggérée par M. R. Wann, ad 
qui j’adresse mes remerciements, 
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taux de Vanticorps dépasse celui qui avait été atteint lors de la 
préparation initiale. 

Le tableau VII résume plusieurs expériences, On remarque, 
pour les sept premiéres expériences, que la concentration de 
antigéne injecté dans le rappel est en moyenne dix fois plus 
faible que dans Vinjection initiale. La encore, nous retrouvons 
les conditions particuliéres, imposées par la taille et la diffusibi- 
lité de l’antigene. Pratiquement, il est préférable de traiter 


EFFET D'UNE INJECTION DE RAPPEL SUR LE TLUX DES ANTI.CORPS 


los D'UN LAPIN PREPARF AVEC LE VERONAL. 


Nombre de jours 


e de injections 
PBST MOS de rappel 
gr en 42 (0,4er en 
“injections) 4 inj.) 


Courbe XXVI. 


ACTION DES INJECTIONS DE RAPPEL. 


/ 


\ 


Aprés une premitre période de préparation par le véronal (4,2 g. en 42 injections 
pendant vingt-quatre jours), l’animal est Jaissé au repos pendant trenle-deux jours. 
A ce moment, 4 injections de véronal (0,4 g. au total) pendant deux jours entrainent 
un relévement trés marqué du taux de lanticorps. 


Vanimal par 2 ou 4 injections, administrées pendant un ou deux 
jours et avec un poids total d’antigéne égal au dixieme de l’injec- 
tion initiale. Ces doses sont néanmoins excessives. Pour déter- 
miner la limite inférieure de la dose efficace, on peut comparer 
les n°* 8, 9, 10 et 11 du tableau VII. Hs sont relatifs 4 4 lapins 
de méme poids et ayant subi la méme préparation initiale par 
le salicylate de Na. Ils sont soumis 4 des injections de rappel 
d’importances différentes. On constate que l’effet est encore sen- 
sible avec une injection de 75 mg., mais que le résultat le plus 
manifeste est consécutif A injection de 370 mg., soit une dose 
vingt-deux fois plus faible que la dose initiale. 


Tanteau VIl. — Injections de rappel. 
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La courbe XXVII reproduit le résultat obtenu avee un animal 
préparé par le phénol. 


TRAITEMENT PAR PLUSIEURS INJECTIONS DE RAPPEL SUCCESSIVES. — 
On peut administrer plusieurs injections de rappel successives ct 
séparées par une période de plusieurs mois : on observe chaque 
fois un relévement important du taux de l’anticorps. 

La courbe XXVIII est relative 4 un animal préparé initiale- 


EFFET D'UNE INJECTION DE RAPPEL SUR LE TAUX DES 
ANTICORPS D'UN LAPIN PREPARE AVEC LE PHENOL, 


10% 


ode de préparation Rappel 
gr en 42 injections) 10,8gr en 4 inj.) 


Pourcentage de la variation de la viscosité, 


Courbe XXVII. 
ACTION DES INJECTIONS DE RAPPEL. 
Aprés une premiére période de préparation par le phénol (8,4 g. en 42 injections 
pendant vingt-six jours), l’animal est laissé au repos pendant trente-trois jours, A 


ce moment, 4 injections de phénol (0,8 g. au total) pendant deux jours entrainent 
le relévement du taux de l’anticorps. 


ment par 8,5 g. de salicylate de Na, administrés pendant qua- 
torze jours. Dix jours aprés, on constate, aprés une premiére 
injection de rappel (0,4 g.), une ascension importante du taux 
de l’anticorps. Le quatre-vingt-seiziéme jour, ce taux présentait 
une diminution sensiblement égale a la moitié de sa valeur ini- 
tiale : une nouvelle injection de rappel (0,75 g. en 2 injections) 
entraine alors une augmentation de ce taux. 

L’expérience avec l’hydroquinone donne un résultat encore 
plus probant (courbe XXIX). L’animal est d’abord préparé pen- 
dant treize jours par 2,8 g. d’antigéne. Dix-huit jours apres la 
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fin du traitement, on procéde & une premicre injection de rappel 
(0,5 g. en 4 injections). Il en résulte une ascension tres notable 
du taux de l’anticorps, taux qui va persister a une valeur élevée 
pendant cent quarante-quatre jours. Le cent quatre-vingt-cin- 
quiéme jour, on procede a une seconde injection de rappel qui 


EFFET DE PLUSIEURS INJECTIONS DE RAPPEL SUCCESSIVES SUR 


Ux_D TICORPS D'UN LAPIN PREPARE AVEC L 
SALICYLATE DE SODIUM. 
+10% 


de la -viscosité. 


de la variatio 


7) 

oO 

» 

= W777 i 

° UY LL injections injections 

Htorésaration de rappel de rappel 

oi Aer en 22 (0,4er en (0,75ae on 

e njections) 1 inj.) 2 inj.) 
Sh 


Courbe XXVIII. 


ACTION DE 2 INJECTIONS DE RAPPEL SUCCHESSIVES. 


Apres une premiere période de préparation par le 


22 injections pendant quatorze jours), animal 


salicylate de Na (8,3 g. en 
subil deux séries d'injections de 
rappel: la premiére aprés dix jours, la seconde apres qualre-vingl-seize jours, Or 
observe chaque fois Vaugmentation du taux de lanticorps. 


reléve le taux de l’anticorps & une valeur qui n’avait jamais été 
alleinte. 


NOUVELLE METHODE DE PREPARATION DE L’ ANIMAL PAR COMBINAISON 


D UN TRAITEMENT MASSIF ET D'UNE INJECTION DE RAPPEL. — I résulte 
des faits précédents que l’on peut mettre a profit lVaction des 
injections de rappel pour la combiner avec un court traitement 
massif : on dispose ainsi d’une nouvelle méthode de préparation 
des animaux, méthode qui est applicable dans tous les cas ov 
l’antigéne est atoxique et permet des injections massives. 

La courbe XXX reproduit Vévolution du taux des anticorps 
dun Japin préparé par cette technique: il a d’abord subi, le 
premier jour, l’administration de 1,2 g. de phénol (en 6 injec- 
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ions pendant quatre heures). Les cinquiéme el sixiéme jours 
on injecte a’ nouveau 0,8 g. de phénol en 4 injections. Le taux 
de l’anticorps augmente progressivement jusqu’au vingtiéme jour. 

Cette méthode est surtout utile quand il est nécessaire d’obtenir 
une préparation rapide des animaux. La courbe XXXI montre 


Kr 
gi 
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Pourcentugse 


76 190 144 l7z_195 197 
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injections 
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4 inj. 


Courbe XXIX. 
ACTION DE 2 INJECTIONS DE RAPPEL SUCCESSIVES. 
Aprés une premiére période de préparation par l’hydroquinone (2,8 g. en 21 injec- 
tions pendant douze jours), J’animal subit deux séries d’injections de rappel : la 


premiére aprés dix-huit jours, la seconde aprés cent qualre-vingt-cing jours. On 
observe chaque fois l’augmentation du taux de l’anticorps. 


que |’on peut ainsi obtenir en quinze jours un taux important d’un 
anticorps nicotinique. 

Nous allons constater maintenant que les injections de rappel 
_ peuvent étre efficaces pour faire. apparaitre le pouvoir floculant. 


VIII. — Le pouvoir floculant. 


Quand on opére avec Ja y-globuline, le pouvoir floculant devient 
une régle générale, a |’exception de quelques rares antigénes 
(lactate de Na, glycocolle, acide nicotinique, véronal) ; il est en 
général peu marqué et peut méme se borner a une opalescence. 

Cette floculation visible offre Je grand intérét de confirmer, 
avec l'une des techniques essentielles de l’immunologie classique, 
les résultats qui n’étaient obtenus jusqu’ici que par des mesures 


physico-chimiques. 
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Quand on opére avec le sérum total, le pouvoir floculant est 
exceptionnel, comme on l’a déja indiqué [courbe IV (c)], par suite 
de l’action protectrice exercée par la masse de ses constituants 
inactifs. Au contraire, avec la y-globuline, on constate la flocu- 
lation avec des antigénes légers, tels que l’éthanol, lacétate de 
Na ou le saccharose. On a déja eu loceasion de rencontrer 
apparition de la floculation, dés qu’on a opéré avec la »y-globu- 


PREPARATION D'UN LAPIN PAR LA CONBINAISON D'UNE PREPARATION 


. . ' 7 
NASSIVE ET D'UNE INJECTION DE RAPPEL,AVEC LE PHENOL. 


Pourcentage de la variation de la viscosgité 


Nombre de jours 


ections injections 
ssives de reppel 
2er en (0,8gr en 
6 inj.) 4 inj.) 


Courbe XXX, 
PREPARATION PAR INJECTIONS MASSIVES SUIVJES D'INJEGTIONS DE RAPPEL. 
L’animal subit, le premier jour, une préparation massive par injection de 1,2 ¢. 
de phénol en 6 injections. Les cinquiéme et sixitme jours, on pratique les injections 


de rappel (0,8 g. de phénol en 4 injections). Vers le vingltitme jour, Vanticorps 
a alteint un taux élevé. 


line [courbes VIII, IX, XI, XIII, XVIIE. Voici un autre exemple 
caractérisuque de Vapparition du pouvoir floculant des que 
l'on opére par la y-globuline. Un lapin est préparé par la 
mono-éthylamine (courbe XXXII). La réaction de viscosité, & peine 
sensible sur le sérum total, est, au contraire, trés positive sur la 
y-globuline et s’accompagne constamment de floculation. 


INFLUENCE DE LA NATURE DE L’ANTIGENE. — Tout (Vabord, je 
poids moléculaire de l’antigene ne fixe par lui-méme ancune 
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limite inférieure au pouvoir floculant, puisque l’on observe des 
floculations avec l’éthanol et l’acétate de Na. 

1° Les antigénes monovalents (C,H;,OH, CH,CO,Na, C,H,OH) 
provoquent l’apparition d’anticorps doués d’un pouvoir floculant 
presque constant. 

2° Pour les antigénes & fonction multiple, le pouvoir floculant 
est inversement proportionnel a la dissociation de ces fonctions : 


PREPARATION D'UN LAPIN PAR LA COMBINATSON D'UNE 


PREPARATION MASSIVE ET D'UNE INJECTION DE RAPPEI, 


AVEC _L'ACIDE NICOTINIQUE, 


10% 


njections injections 
massives de rappel 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Courbe XXXI. 
PREPARATION PAR INJECTIONS MASSIVES SUIVIES D’INJECTIONS DE RAPPEL. 
L’animal subit, le premier jour, une préparation massive par injection de 1,4 g. 
d’acide nicotinique en 7 injections. Le huitiéme jour, on pratique les ae 
de rappel (0,4 g. d’acide nicotinique en 2 injections). Le quinziéme jour, J’anti- 
corps atteint un taux élevé. 


il est relativement élevé pour les sucres, nul — ou a4 peine mar- 
qué — pour les acides aminés. 


OBSERVATIONS DES FLOCULATIONS. — Deux conditions sont 
requises pour l’obtention de ces floculations : une agitation, Pe 
et prolongée pendant quelques minutes, des mélanges de glo a 
line et d’antigéne, un séjour de quelques heures a : étuve a Aa 
Pratiquement, dés la fin de l’épreuve de viscosite, le ee 
expérimenté est transvasé dans un tube a hémolyse bouché et 
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porlé a l’étuve : Ja rotation du viscosimétre a assure une agitalioi 
convenable du mélange. 

La floculation apparait, en général, aprés quelques heures. Dans 
les cas les plus favorables, on peut la constater dés la sortie du 
viscosimétre. 

Les floculations sont noltées selon l’échelle arbitraire suivante : 

De 0,1 & 0,5, opalescence croissante, sans floculation ; 


LAPIN PROPARE PAR L'HTNyLAMINE (chlorhydrate de mono) 


(7,8 gr on 28 injections pendant 15 jours) 
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Courbe XXXII. 
FLOCULATION OBSERVER AVEG LA ‘y-GLOBULINE. 
Animal préparé pendant quinze jours par 28 injeclions de chlorhydrate de mono 
éthylamine (7,5 g. au total). Saignée Je cinquiéme jour aprés la fin du traitement 
’ * aa! i ° 2 bs . 
L’épreuve de yiscosité est effectuée en double, sur Je sérum. total, non purifié, el 
» |e : . ; ’ 

ae la Bt gas On note, sur Jes courbes, que la réaction est non seulement 
yeaucoup plus intense avec Ja y-globuline, mais aussi qu’elle est ¢ é 

, mais ss s esl accompagnée par 
la floculation. peopabi 


De 0,6 a 0,9, précipilé floconneux trés léger, n’ayant pas sédi- 
menté apres une heure ; " 

De 1 a 10, floculat rassemblé au fond du tube. 

Sur Jes courbes, on a figuré, soit la notation précédente, soil 
les lettres [ (de 0,1 & 0,9) ou F (de 1 & 10). 

I} est évidemment plus satisfaisant de mesurer au photomeétre: 
la densité optique des solutions. 


FONCTION-ANTICORPS Au$ 


Par exemple, un lapin est préparé avec le raffinose par un trai- 
lement massif prolongé pendant quatre heures (au total 6.4 @.). 
En opérant sur le sérum total, on constate apparition de flocula- 
tions dont les maxima correspondent a ceux de l’épreuve de vis- 
cosité (tableau VIII) : 


Tabteau VIII. — Densité optique des mélanges de sérum 
et de raffinose (lapin préparé avec la raffinose). 
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Voici un deuxicme exemple (tableau IX) ot les mesures portent 
sur la y-globuline d’un lapin préparé avec l’acétate de Na (8,3 3. 
en quinze jours). 


TasLeau IX. — Densité optique des mélanges de +-globuline 
et d’acétate de Na (lapin préparé par l’acétate de Na). 
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Photo XXXII. 


FLOCULATION DE LA y-GLOBULINE PAK L’ACKTATE DE Na. 
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Ces floculations sont également représentées par la photo- 
graphie XXXIII. 


INTERVENTION DU FACTEUR INDIVIDUEL. — Quand on opére avec 
des antigénes protéidiques, l’obtention d’un sérum floculant chez 
le lapin se heurte fréquemment a l’intervention du facteur indi- 
viduel de l’animal. Il n’est pas étonnant de retrouver ici une 
irrégularité comparable. Ces réactions individuelles, peu génantes 


LAPIN PREPARE AVEC LE SALICYLATE DE SODIUM 
(8,9 gr en 26 injections pendant 13 jours) 


. 


FLOCULATION 9,6 0,6 i) 1 6 1 0,5 
lof 


aprés addition de salicylate de sodium, 


Poids de salicylate ajouté &@ lec de y-globuline 


Pourcentage de le variation de la viscosité 


Courbe XXXIV. 


RELATIONS ENTRE LES MAXIMA DE VISCOSITE ET LES ZONES DE PLOCULATION 


Animal préparé pendant treize jours par 26 injections de salicylate de Na (8,9 2 
. 9 6 rpec 7 + 1 ar A leg 
au total). On note la correspondance entre les maxima de viscosité et de floculation 


quand il s’agit du test de viscosité, ont ici un intérét primordial 
puisqu’il s’agit du « tout ou rien ». 

Par exemple, 3 lapins (d’un poids moyen de 2 kg.) subissent 
pendant vingt-cing jours, la méme préparation par le tartrate de 
Na (21 g. en 39 injections). Sur les 3 y-globulines, prélevées 
dix jours aprés la fin du traitement, 1 seule posséde un pouvoir 
floculant manifeste (valeur = 1); c’est également celle qui, a 
l’épreuve de viscosité, donne la réaction la plus forte. Il ost A 
noter qu’aprés un repos de vingt-quatre jours, la y-globuline de 
un de ces 2 animaux négatifs a manifesté a son tour un léger 
pouvoir floculant. 7 
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CONCORDANCE DES INDICATIONS DE LA FLOCULATION ET DE LA VISCO- 
siTE. -— L’intérét principal de ces floculations est leur concor- 
dance avec les maxima de viscosité. Un des aspects les plus sur- 
prenants de l’épreuve de viscosité est la succession de plusieurs 
zones d’équivalence (3 en général), trés rapprochées, mais nette- 
ment délimitées : la floculation confirme l’existence de ces zones 
multiples, qui sont particuliéres aux antigénes de trés faible 
poids moléculaire ; en général, la floculation la plus intense se 


LAPIN PREPARE AVEC LE XYLOSE 


(8,4 gr en 26 injections pendant 13 jours) 


FLOCULATION 0,2 0,2 0,1 0,1 0,3 0,3 0,4 0 


loge. 


aprés addition du 


Poids de xylose ajouté 4 lec de y-globuline 


Pourocentage de la variation de la viscosité 


Courbe XXXV. 
(Voir légende page suivante.) 


manifeste dans la zone d’équivalence relative a la plus forte con- 
centration en antigéne. Ce fait s’observe bien sur les courbes 


XXXIV et XXXVI. 


Nota. — Dans le cas ot les floculations sont de trés faible 
importance (valeur 0,6 a 0,9), on observe parfois que le maximum 
de floculation ne coincide pas exactement avec le maximum de 
viscosité. 


r f ’ 
INFLUENCE DU MODE ET DU DEGRE DE PREPARATION DE L ANIMAL, — 
En général, la floculation ne se manifeste que pendant une période 
* > < > 7 
relativement courte de Ja préparation de |’animal. D’autre part, 
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le mode lui-méme de la préparation est le facteur le plus impor- 
tant. : 

La préparation massive ne s accompagne que (res raremeit 
du pouvoir floculant. Voici pourtant lune des experiences post- 
tives qui présente l’avantage de constituer un schéma parfait des 


LAPIN PREPARES AVEC _L'ACETATE DE SODIUM 


(6,8 gr en 26 injections pendant 13 jours) 


_ 


rLoguLaTION 5 © 0 Sh Ses: “OS oe 


"acétste de sodium 


aprés addition de 


Poids dtacétate ajouté a lee de y-globuline 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Courbe XXXVI. 
RELATIONS ENTRE LES MAXIMA DE VISCOSITE BY LES ZONES DE FLOCGULATION. 
Les lapins sont préparés pendant treize jours par 26 injections : xylose (8,4 g.) 
(une part (courbe XXXV), acétate de Na (6,8 g.) d’autre part (courbe XXIXVI). 


Les courbes de viscosité sont accompagnées de la valeur de Vintensité des flocu- 


lations observyées. On note, sur la courbe XXXVI, un accord remarquable entre les 
maxima de la viscosité et ceux de ta flosulation 


considéralions précédentes (courbe XXXVID. Un lapin subit, 
pendant quatre heures, 10 injections d’acétate de Na (0,5 g.). Le 


lest de viscosité révéle, pour sa y-globuline (prise de sang le 


quatriéme jour), 5 maxima successifs. Aucune floculation n’appa- 
rait au premier clocher. Les deuxiéme et troisiéme clochers pré- 
sentent une trés légére floculation. La floculation devient au con- 
traire massive aux quatriéme et cinquiéme clochers, e’est-a-dire 


a 
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precisement pour ceux qui correspondent aux zones d’équiva- 
lence nécessitant la plus grande concentration d’antigéne. On note 
constamment un accord parfait entre les indications de la visco- 
sité et de la floculation. 

En général, la floculation apparait pendant une période assez 
courte. Par exemple, chez un lapin préparé pendant vingt-cing 
jours par 21 g. de tartrate de Na (courbe (XXXVIID), le pouvoir 


LAPIN PREPARE PAR 


INJECTIONS MASSIVES D'ACETATE DE. SODIUM 


+4% rt 


2t.ae 
viel Vv \ 


Epreuve de viscosité 
sur la y-globuline 


» 


\ A yi 0,4 


9} 
\ Poids d'tantigéna/ejouté 4 lee de y-globuline 


Pourcentage de la variation de la viscosité, 


Courbe XXXVII. 
FLOCULATION APPARAISSANT APRES PREPARATION MASSIVE. 
Un lapin subit, pendant quatre heures, 10 injections d’acétate de Na (0,5 g.). 
La y-globuline, prélevée le quatritme jour, flocule en présence de l’anligdéne et cette 


floculation reste localisée dans les zones d’équivalence correspondant aux maxima 
de viscosité. 


floculant n’apparait qu’entre les quarante-neuviéme et soixante- 
quatriéme jours. . 

Les injections de rappel agissent souvent sur le pouvoir flo- 
culant, soit qu’elles permettent son apparition, soit qu’elles la 
prolongent. Un échec ne se rencontre qu’avec de rares antigénes. 
La courbe XXXIX est un de ces exemples. II s’agit d’un animal 
préparé au lactate de Na. Bien que cet antigéne n’entraine presque 
jamais l’apparition du pouvoir floculant, on constate, pour cet 
animal, un léger pouvoir floculant aux trente-troisiéme et qua- 
rante-quatriéme jours. On pouvait alors essayer d’augmenter |’in- 
tensité de cette floculation par une injection de rappel. Or, Ja 
réaction de viscosité a augmenté, mais le pouvoir floculant a 
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disparu. Finalement, le pouvoir floculant s’est manifesté au début 
de la formation de l’anticorps et n’est plus réapparu, malgré 
injection de rappel. 

Par contre, avee le saccharose (courbe XL), le pouvoir flocu- 
lant apparait des la fin de la préparation initiale et se maintient, 
grace a une injection de rappel, jusqu’au deux cent quarante- 
deuxiéme jour. 


Avec la d-l alanine (courbe XLIJ), le pouvoir floculant n’apparait 


LAPIN PREPARE PAR LE TARTRATE DE SODIUM 


ee ee ee 


+10% 


ly Nombre de jovrs 
préparation 
39 injections) 


_Pourcentage de la variation de la viscosité, 


Courbe XXXVIII. 
FLOCULATION DE LA y-GLOBULINE AVEC SON ANTIGENE. 


apin préparé, pendant vingt-cinq jours, par 39. injections de tartrate de Na 
g. au total). Le pouvoir floculant apparait tardivement, le quarante-neuvieme jour 


L 
eal 


— et encore seulement trés légerement — qu’aprés une injection 
de rappel. Quand le poids moléculaire de l’antigene augmente, ic 
pouvoir floculant apparait avec beaucoup de régularité. Avec 
acide déshydro-doisynolique (P. M. = 288), le pouvoir floculant 
apparait d’une fagon si intense qu’il rend impossibles les mesures 
de viscosité, Avec la streplomycine (courbe XLII), le pouvoir flo- 
culant apparait pendant tout le cours de la préparation (avant 
et apres Vinjection de rappel). 

_Enfin, injection de rappel est généralement nécessaire si 
l’animal a été soumis & un court traitement massif, La courbe 
XLII montre ainsi apparition tres momentanée du pouvoir flo- 
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culant chez un animal soumis a un traitement massif par le phénol 
et a une injection de rappel. 

On peut résumer les relations entre la floculation et l’épreuve 
de viscosité en classant les antigénes en trois groupes : 

a) La floculation accompagne constamment le résullat positif 
de |’épreuve de viscosité (cas du saccharose) ; 

b) La floculation apparait précocement et disparait rapidement, 
bien que la viscosité reste élevée (cas de l’acide ascorbique, de 


LAPIN PREPARE PAR LE LACTATE DE SODIUM 


+10% 


Nombre de jours 


Pourcentage de la variation de la viscosité, 


Injections 
éparantes de rappel 
fi2cc en (4ce en 4 
2 inj.) injections) 


Courbe XXXIX. 
ACTION DES INJECTIONS DE RAPPEL. 

Aprés une premiére période de préparation par le lactate de Na (16,8 g. en 
12 injections pendant vingt-quatre jours), l’animal est laissé au repos pendant 
trente-deux jours. I] subit 4 ce moment 4 injections pendant deux jours (au total, 
1,6 g. d’antigéne). Le taux de ses anticorps se reléve immédiatement en dépassant 


méme le taux atteint lors de la préparation initiale. Mais l’injection de rappel reste 
sans effet sur le pouvoir floculant. 


la glucosamine, du lactate de Na et, fréquemment aussi, du 
phénol) ; 

c) La floculation apparait trés tardivement (cas de |’alanine, 
du tartrate de Na, du salicylate de Na, de la streptomycine). 


SPECIFICITE DE LA FLOCULATION. — La spécificité de la flocu- 
lation est parfois satisfaisante. In se reportant a la courbe 
XVIII (animal préparé avec le p-aminophénol), on constate que 
la floculation est intense avec le p-aminophénol, moins forte avec 
le phénol et nulle avec |’aniline. 

Mais la spécificité est souvent en défaut. Par exemple, aprés 
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une préparation prolongée avec une dose massive d’éthanol, ta 
floculation est plus intense avec l’alcool éthylique qu’avec Valcool 
méthylique, ce qui est satisfaisant. Par contre, Valeool propy- 
lique entraine une floculation légérement plus marquée. L’épreuve 
de viscosité se révéle plus précise, puisqu’elle montre la spécifi- 
eité étroite de l’anticorps (courbe XV). 

Voici un autre exemple : aprés préparation par la g-leucine, 
on note avec la g-leucine une trés légére opalescence, nulle Ww 


LAPIN PREPARE PAR LE SACCHAROSE 


| 


+ 
i 
g 
rhe 


la viscosité 


20D 245 
g Nombre de jours 
Injections 
ie rappel 
i6,6er en (,4er en 3 
26 inj. injections) 


Pourcentage de la variation de 


Courbe XL. 
FLOCULATION DE LA y-GLOBULINE AVEC SON ANTIGENE. 
Lapin préparé d’abord pendant treize jours par 26 injections de saccharose (16,6 x. 
au total), puis par des injections de rappel pratiquées vingt-trois jours aprés Ita 


préparation initiale. Le pouvoir floculant apparait dés le début de la préparation 


et se manifeste encore, d'une facon tres marquée, Je deux cent quarante-deuxitme 
jour. 


contraire avec la d-leucine. Néanmoins, l’opalescence est plus 
marquée avec la d-alanine. 

Parfois encore, les écarts de spécificité sont plus graves : un 
lapin préparé au xylose a fourni une y-globuline qui ne floculait 
pas avec le xylose, mais, au contraire, avec arabinose. 

ll en résulte que, si l'on compare la valeur des tests de flo- 
culation et de viscosité, la spécificité est mise en évidence d'une 
facon bien plus étroite par lépreuve de viscosité, et avec l’avan- 
lage supplémentaire d’indiquer simultanément Vintensité de iw 
combinaison de Vantigéne avec l’anticorps. 
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Enfin, la comparaison d’animaux préparés avec des doses dif- 
férentes d'un meme antigéne montre, d’une fagon presque absolue, 
que l’augmentation de la dose entraine la diminution de la spéci- 
ficité. 

En résumé, le pouvoir floculant peut apparaitre avec la plupart 
des antigénes. Il a les caractéres suivants : 

1° Les floculations sont, en général, trés discrétes et n’appa- 


LAPIN PREPARE PAR LA dl1-ALANINE 


as ee 


Pourcentage de la veriation de la viscosité, 


36-38 41 
jf , Nombre de jours 
Ipjections préparantes injections 
gr en 26 injections) de rappel 
(0,3gr en 3 
injections) 


Courbe XLI. 


FLOCULATION DE LA y-GLOBULINE AVEC SON ANTIGENE. 


Lapin préparé, d’abord pendant treize jours par 26 injections de dl-alanine (5 g. 
au total), puis par des injections de rappel pratiquées vingt-trois jours aprés la 
préparation initiale. Le pouvoir floculant apparait tardivement, le quarante et 


uniéme jour. 


raissent que plusieurs heures aprés le mélange de l’antigéne et 
de l’anticorps ; 

2°Les zones de floculation se superposent avec les zones d’équi- 
valence indiquées par le test de viscosité ; 

3° La réaction individuelle des animaux devient ict un facteur 
unportant ; 

4° L’intensité du pouvoir floculant augmente avec le poids molé- 
culaire de l’anligéne ; 

5° La spécificité de la floculation est moins satisfaisante que 
celle de l’épreuve de viscosité, qui constitue ainsi une « échelle 
d’observation » de qualité supérieure. 
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IX. — Réaction de l’anneau. 


Malgré sa faible intensité et son inconstance, la réaction de 
Vanneau constitue une preuve supplémentaire de lexistence de 
l’anticorps. Comme on le sait, la réaction s’effectue en introduisant 
dans un tube mince 1 em® du sérum étudié et en le recouvrant, 


LAPIN PREPARE PAR LA STREPTOMYCINE 


LAPIN PREPARE PAR LA STREPTONICINE 
20% | 
: 


Pourcentage de'la varietion de la viscosité. 


15 29-31 37 44 68 
Nombre de jours 


Ul 


Injections 


réperantes de rappel 
:,e0gr en Qer en 4 
| 17 inj.) injections) 


Courbe XLII, 


PLOCULATION DE LA y-GLOBULINE,. 


_ Lapin préparé, dd abord pendant dix jours, par 17 injections de streptomycine 
io g. au total), puis par des injections de rappel pratiquées dix-neuf jours apres 
la préparation initiale. Le pouvoir floculant apparait le vingt-neuvitme jour e 
nes Pl e ngl-neuvieme jour et 
yersiste, 


avec précaution, de 1 cm* de l’antigéne en solution A 2.5 p- 1.000 
dans NaCl 7 p. 1.000 &4 pH = 7,4. Le tube est placé d Pétuve 
i 45° el on observe toutes les trente minutes. L’anneau apparait 
dans les trois heures consécutives. I est fugace et disparait rapi- 
dement aprés quelques heures, par suite de la diffusion. 

L histoire des anneaux est, dans ses grandes lignes, superpo- 
sable & celle de la floculation. Leur intensité dépend de la dose 
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lien ate 
d’antigéne utilisée dans la préparation de l’animal, de la nature 


se - ar a : 
paue de V’antigene et, surtout, du poids moléculaire de ce 
ernier, 


Tasteau X. — Réaction de l’anneau aprés préparation 
avec l'éthanol. 


LLL 


PREPARATION DE L’ANIMAL 
REACTION 
Durée Poids total — Nombre total de l'anneau 
alcool injecté dinjections 
a re ey 
43 jours. 2,9 g. 26 Trés légére. 
20 jours. A or 38 Positive. 
LAPIN PREPARE PAR INJECTIONS MASSIVES DE PHENOL ET INJECTIONS DE RAPPEL 
-10% j 710 
SSS Epreuve de viscosité Ee 


sur la y-globuline 
4 jours aprés les injections massivfés 


Pourcsntege de la variation de la viscosite. 


Injections massives et 
injections de rappel 
(1,2¢r 4 (0,8er 

6 inj.) 4 Anji) 


-45 
Courbe XLII. 
APPARITION DE LA FLOCULATION APRES TRAITEMENT MASSIF ET INJECTJON DE RAPPEL, 
Aprés une premiére préparation massive par le phénol, la y-globuline, prélevée 
le cinquiéme jour, donne une réaction de viscosité positive (courbe de droite), mais 
est dépourvue du pouvoir floculant. Des injections de rappel, pratiquées les cin- 


quitme et sixiéme jours, font apparaitre, au treizieme Jour, le pouvoir floculant. 
Ce dernier a disparu le vingtieme jour. 


Les tableaux X et XI font ressortir Vinfluence de Ja dose d’anti- 
gene administrée lors de la préparation de l’animal : 
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TasLeau Xl. — Réaction de l’anneau aprés préparation 
avec l’acétate de Na. 


DS ______s_ ne 


PREPARATION DE L’ ANIMAL 


REACTION 
: Poids total Nombre total de l'anneau 
Durée d'acétate injecté dinjections 
reed 
43 jours. 14 g. 26 Faible et diffuse. 
{3 jours. 14 g. 26 __ Légere. 
25 jours. 39 g. 39 rrés nette. 


A 


La réaction est, en général, trés faible. Certains antigénes ne {a 
provoquent jamais, comme il ressort du tableau XII : 


Tasteau XIl. — Influence de la nature de l’antigéne 
sur la réaction de l’anneau. 
ANTIGENES ANTIGENES 
donnant une réaction positive donnant une réaction nulle 

Saccharose. Ethylamine. 
Raffinose. Glycocolle. 
Acétate Na. Leucine. 
Tartrate Na. Arginine, 
Phtalate Na. Glucosamine. 
Acide doisynolique. Salicylate Na. 


Streptomycine. 


L’intensité de la réaction de l’anneau augmente avec |’élévation 
du poids moléculaire : l’acide doisynolique et la streptomycine 
provoquent la formation d’anneaux importants. 

Le tableau XIIL permet de vérifier cette action du poids moleé- 
culaire soit sur des sucres, soit sur des acides aminés : 


Tabieau XIIl. — Influence du P.M. de l'antigéne 
sur la réaction de l’anneau. 


PREPARATION DE L’ ANIMAL 


—— REACTION 
Durée Poids total 
de la d'anligéne 

préparation injecté 

en jours |en grammes 


Nombre 
total 
d'injections 


de l'anneau 
Antigéne 


ae ae 
Xylose. 
Saccharose. 


5 A peine sensible, 
5 : Faiblement positive. 
Raffinose. t 26 Tres nette. 


Glycocolle, ¢ | : Nulle 
j-leucine, ‘ ; Nulle. 
. Pama: : 95 2() A peine perceptible. 
dl-phényl-alanine. 2! Faiblement positive. 
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Kn résumé, la réaction de l’anneau est fréquente, mais, en géné- 

val, 4 peine marquée. Elle constitue plutot un indice de l’existence 

du pouvoir antigéne des molécules de faible poids moléculaire. 

Son intérét principal réside dans ses relations avec J’intensité de 
la préparation et le poids moléculaire de l’antigéne. 


X. — Préparation d’un méme animal par plusieurs antigénes. 


Jusqu’a maintenant, nous avons considéré la préparation de 


7 


Yanimal par un seul antigéne. L’expérience montre la facilité 


: ‘ “ 4,8 gr d'acétate Ns en 21 injections 
LAPIN PREPARE AVEC {5’3 er q'éthylamine } pendant 13 jours 


COMPARAISON DE L'EPREUVE DE VISCOSITE 
COMPARAISON DE L'EPREUVE DE VISCOSITE 


sur le sérum sur_ la y-globuline 


= 


| \ 
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> 


& lec de fsérum 


Pourcentage de la variation de la viscosité aprés addition de l'antigéne, 


Pourcentage de la variation de la viscosité. 


Courbe XLIV, 
PREPARATION PAR DEUX ANTIGENES © SIMULTANES ». 


Animal préparé, pendant treize jours, par 21 injections du mélange de deux 
antiggnes (4,8 g. d’acétate de Na + 5,3 g. d'éthylamine). L’éprenve de viscosité est 
effectuée avec chacun des deux antigenes sur le sérum total non purifié (& droite) 


et sur la y-globuline (& gauche). 
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extréme avec laquelle on peut préparer le méme animal avec 
plusieurs antigénes, soit simulltanément, soil successivement. 


a) PREPARATION D'UN MEME ANIMAL PAR PLUSIEURS ANTIGENES 
sIMULTANES. — L’animal est préparé comme précédemment, mais 


: Lat: 7 gr a8 PHTALATE ACIDE DE.K 
LAPIN PREPARE AVEC 45 gr de MONO-ETHYLAMINE 


(en 30 injections pendant 17 jours) 


FLOCUMATION 
acétate Na 


FLOCULATION 
$thylamine 


s addition d'acétate 


0, 6mg 
Poids d'tantigéne ajouté 4 lee de 
I y-globuline, 


cosité apré 


Pourcenvage de lea variation de la 
vis 


ou d'éthylamine, 


Courbe XLV. 
PREPARATION PAR DEUX ANTIGENES « SIMULTANES ». 
Lapin préparé, pendant dix-sept jours, par 30 injections du mélange (7 g. phtalate 


acide de K +8 g. éthylamine). La y-globuline réagit avec chacun des antigenes 
et flocule dans les. maxima de viscosilé. 


en injeclant le mélange des antigénes. A la fin de la préparation, 
les différentes techniques de recherche de l’anticorps (sur le sérum 
total, réaction de l’anneau ; sur Ja »-globuline, épreuve de visco- 
silé ef observation des floculations) sont pratiquées avee chacun 
des deux antigénes séparément. La difficulté expérimentale réside 
dans l’importance de la quantité de sang qui doit étre prélevée, 
ce qui impose d’opérer avec deux antigénes seulement. Parfois 
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méme, quand l'état de l’animal s’oppose a une prise de sang trop 
volumineuse, on ne peut étudier que l’un des deux anticorps seu- 
lement. 

On constate toujours la répétition des faits précédents, mais qui 
vont maintenant s’appliquer 4 chacun des deux antigénes injectés. 
Tout d’abord, les anticorps sont localisés dans la y-globuline. 


. é é ‘ 7 
LAPIN PREPARE AVEC Ee &r d'ACETATE DE SODIUM 
— he a 17.5 Pid UTA AMINE 
(en 28 injections pendant 15 jours) 


éthylemine 0,1 0,1 0,3 ry) re) 
FLOCULATION 


acétate Na 0,1 


10% 


Poids d'antigéne ajouté & lee de y-globuline 


Pourcentage de la variation de la viscosité 
aprés addition de l'antigéne, 


Courbe XLVI. 
s * a , 
PREPARATION PAR DEUX ANTIGENES « SIMULTANES ». 
Lapin préparé, pendant quinze jours, par 28 injections du mélange (6 g. acétate 


de Na + 7,5 g. éthylamine). La y-globuline réagit avec chacun des deux antigénes. 
On observe de légéres floculations dans les maxima de viscosité. 


Un lapin est préparé pendant treize jours par 21 injections de 
mélange (4,8 g. d’acétate de Na + 5,3 g. d’éthylamine). L’épreuve 
de viscosité est faite en double, sur le sérum total et sur la y-globu- 
line (courbe XLIV). On constate que le sérum répond spécifi- 
quement a chacun des deux antigénes, mais que la réaction de 
viscosité est beaucoup plus intense avec la y-globuline. I] est inté- 
ressant de noter, sur cette courbe et sur les suivantes, que les 
zones d’équivalence relatives & chaque antigéne ne sont pas 


confondues. 
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Les floculations que l’on observe restent en général localisées 
dans les zones d’équivalence fixées par l’épreuve de viscosité. 
comme il ressort de l’examen des courbes XLV et XLVI relatives 
a des lapins préparés avec des mélanges soit de phtalate de K 
et d’éthylamine, soit d’acétate de Na et d’éthylamine. Le tableau 
XIV reproduit l'ensemble de ces expériences : 


Tasteau XIV, — Préparation de lapins par 2 antigénes simultaneés. 
NUNERO 


Xylose + ethylamine. 
Be ee ee ole oe oN, | th amolet acetare ‘Na. 
3..........4.. Acétate + éthylamine (courbes XLEIV et XLVI). 
4 Benzoate + éthylamine. 
j Benzoate -+ aniline. 


Oo. eae sees. ae ea ueriatelt- eth amine: 
Tos as 6 eee. ge ) Ehtalate --Solhvlaninen(courhe est vys 
8.....,....... Phtalate + p-phénylénediamine. 


Il est & noter que l’injection d’antigenes de polarités inverses 
aussi marquées dans le mélange (phtalate + p-phényléne diamine) 


: He at ' : : D'ACETATE DE SODIUY 
LAPIN PREPARE PAR INJECTIONS MASSIVES J” a ro 


D! ETHYLAMINE 


Acétate de sodium 


on de 


pthylamine 


— 


i! 
—_— 


Jati 


jours 


cieacieere yarn nse sesteeanen eases 


Poids d'entigéne ajouté u lee de )-globuline 


MM 
njections 
massives 


Se i%@s 
»oer d'acétate \ 
» oer 1" éthylamine! °" t0 inj.) 


Pourcentage de le va 


Courbe XLVI. 
PREPARATION MASSIVE PAT. DEUX ANTIGENES © SIUt TANES » 
Un lapin subit, pendant quatre heures, 10 


le Na (0,5 g.) et d’éthylamine (0,5 ¢.). 
reagit avec chaciun des deux antigenes. 


Injections (un mélange d'acétate 
La y-globuline, prélevée le sixidéme jour 
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> s ia . . 

nentraine aucune synergie ou augmentation de l’importance des 
floculations : chacun des antigénes agit comme s’il était injecté 
isolément. 


_ Comme avec les antigénes simples, les floculations restent 
inconstantes et dépendent du facteur individuel. L’augmentation 
de la durée et des doses employées dans la préparation entraine 
Yaugmentation de la floculation et de la réaction de viscosité. I! 


PREPARATION D'UN LAPIN PAR DEUX ANTIGENES SUCCESSIFS 


~~ 
NX 
ane lére préparation par le saccharose 2ame préparation par le phéno. 


_ 
pn (courve en trait plein) {courbe en pointillé) 


viscosité, 


Pourcentage de la variation de la 


Période injections Période de njections 
de préparation de rappel préparation de rappel 

Qi6,6gr en 26 §=(0, 4er en 3, (ager en 24 (0,7er en 4 
injections ) tajeotions) {njections) injections) 


Courbe XLVIII. 


PREPARATION PAR DEUX ANTIGENES « SUCCESSIFS ». 


L’animal subit une premiére période de préparation par 17 g. de saccharose 


pendant trente-cing jours. Aprés deux cent soixante-dix jours, le taux de |’anticorps 
est encore notable. On procéde alors 4 une nouvelle préparation par 4,7 g, de 
phénol pendant vingt-deux jours. A la fin de l’injection de rappel, le taux de 
Vanticorps-phénol atteint une valeur notable, tandis que Jl’anticorps-saccharose 
a subi une disparition presque totale. 


en est de méme pour la réaction de l’anneau. Par exemple, apres 
une préparation durant vingt-quatre jours avec le mélange (84 ¢. 
d’éthanol + 15,75 g. d’acétate de Na), la réaction de l’anneau est 
trés nette, d’une part, avec l’alcool et, d’autre part, avec l’acétate. 

Toutes les méthodes précédemment décrites peuvent ¢tre uti- 
lisées pour la préparation de l’animal. La courbe XLVII repro- 
duit Je résultat obtenu avec une préparation massive, durant 
quatre heures, par 10 injections du mélange (0,5 g. acétate de 
Na + 0,5 g. éthylamine). 

Notons encore que la spécificité est parfois en défaut. L’animal 
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préparé avec le mélange (xylose + éthylamine) donne une réaction 
positive avec l’arabinose. 

Jusque-la, le résultat n’est pas surprenant, puisque nous savons 
que l’organisme fabrique des anticorps correspondant a des anti- 
genes protéidiques contenant un nombre fonctions chimiques 
autrement plus important que celui du mélange de deux antig¢nes 
de faible poids moléculaire. 

On constate un résultat analogue quand on prépare un animal 
par deux antigénes successivement. 


b) Préparation D’UN MEME ANIMAL PAR PLUSIEURS ANTIGENES 
successivs. —- Aprés une premiére période de préparation par 


+50% LUnPIN PREPARE PAR 2 ANTIGENES SUCCESSI rs 


lére préparetion 2eme préparation im 
—- ¢ 
par le SACCHAROSE por le p-AMINOPHENOL o 


é 


de la viscosité, 


ation 


Pourcentage de la vari 


VMMMM MOM JU 
l2gr de saccherose an 30 
injections 


DS y lela th 
OAL AI ad PA 
el 


9gr de p-amihophénol en 
30 injections 


jours 


Courbe XLIX. 


— P > 
PREPARATION PARK DEUX ANTIGENES © SUCCESSIFS » 


Disa ten 2 aves Mmanatt - . 
Premiére préparation par 12 g. de saccharose pendant onze jours ; prise de sang 
Dea “s apres, La méme fou rf a aS ‘d 
quatre jours aprés. Le méme jour, on entreprend la deuxitme préparati le Vani 
xi préparation de lanimal 


Z 18) 1 4 } 4 onde t nze bd rise d Ss or . apres 
avec Jv g. > p-é 2 I c > a Ss 
ae imino pheno yendan onze yours prise de in cing jours Apre 
5 5 . 


un antigéne quelconque, l’animal est laissé au repos pendant une 


durée plus ou moins prolongée. Tl subit alors une deuxiéme pré- 
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parauion par un antigéne différent. On constate que les choses se 
passent comme s’il s’agissait d’un animal neuf. 
Le tableau XV résume l’ensemble des expériences : 


TasLuau XV. — Antigénes injectés successivement 
a un méme animal. 


PREMIER ANTIGENE 


Glucosamine . 
saccharose 
Saccharose . 
AGELOIE: Ss 
Acétate . 
Benzoate . 
Histidine . 


PERIODE SEPARANT 
les deux préparations 


44% jours. 
204 jours. 
4 jours. 
6 jours. 
4 jours. 
22 jours. 
42 jours. 


DEUXIEME ANTIGENE 


Phénol. 

Phénol (courbe XLVIII). 
P-aminophénol (courbe XLIX). 
Raffinose (courbes L et Ll). 
Phénol ‘courbe LII). 
Acétate (courbe LI). 
Acétate. 


a | 


LAPIN PREPARE PAR DEUX ANTIGENES SUCCESSIFS 


lére préparation | 


Pourcentage de la variation de la viscosité, 


4 . 
par 1L'ACETATE de SODIUM 


VM. 
1Sgr d'acétate 
en 40 injections 


Courbe L. 


(Voir Ilégende page suivante.) 


2ame_ prévaration 
par le RAFFINOSE 


Ce groupe d’expériences offre un intérét. parliculier, car on 
aurait pu rencontrer parfois la présence de réactions anamnes- 
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tiques (relévement du taux de |’anticorps consécutivement a |’in- 
jection d’une substance non spécifique). L’ensemble des courbes 
montre qu’au contraire, la nouvelle préparation accélére la régres- 
sion de l’anticorps initial : foul se passe comme si la méme 
substance sert a former le substrat de lanticorps, substral par- 


LAPIN PREPARE PAR DEUX ANTIGENES SUCCESSIFS 


eS eC [vv 


Lére préparation 2eme préparation 
2 par 1'ACETATE de SODIUM par le RAFFINOSE 


20% 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Ujifi yf Vi, f wetateente ded jours 
légr d'acétate l6gr de raffinose 
en 40 injections en 40 injections 


Courbe LI. 


PREPARATIONS MASSIVES PAR DEUX ANTIGENES SUCCESSIFS. 


Les deux courbes reproduisent le résultat de la méme expérience faite sur 2 ani- 
maux différents. 

Premitre préparation massive par 16 g. d’acétate de Na administrés pendant 
trois jours en 40 injections. Prises de sang aprés cinq jours de repos. Ce méme 
jour, commence la deuxi¢tme préparation massive avec 16 g. de raffinose, admi- 
nistrés pendant trois jours en 40 injections. Prise de sang aprés un repos de 
eing jours. 

Le rapprochement de ces deux expériences montre la constance et l’automaticité 
© H 1, } 9 _ ne ; > 7 H a S 
la formation de l’anticorps. La chute rapide du premier anticorps, dés que 


commence la deuxitme préparation, évoque la locution familitre un clou chasse 
Fautre. 


de 


On notera encore les apparitions et disparitions successives du pouvoir floculant 


faitement docile et qui oriente indifféremment sa spécificité vers 
le dernier antigéne qui lui est proposé. 
Il convient pourtant de remarquer que la réaction anamnestique 
> > ; : } } } 
ne met en jeu qu'une trés faible quantité de l’antigéne non 
spécifique, tandis que, dans les expériences considérées ici, Ja 
ahy e 
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yuantité du deuxieme antigéne est, au contraire, considérable. 

Cette possibilité de préparer un animal avec deux antigénes suc- 
cessifs de faible poids moléculaire constitue la premiére différence 
que nous rencontrons vis-a-vis des antigénes protéidiques. On 
peut, pour ces derniers, se baser sur la production des sérums 
thérapeutiques. Or, les chevaux qui ont déja été utilisés a la pro- 
duction d’un sérum antitoxique donné et qui sont réformés en 
raison de Ja baisse du taux des anticorps de leur sérum sont, 


PREPARATION D'UN LAPIN PAR 2 ANTIGENES SUCCESSIFS 


+207: 


lére préparation : 2eme_ préparation 
per l'ACETATE de Ne par le PHENOL 


Pourcentuge dé la variation de la viscosité, 


» ae phénol ‘eh 26 
injections 


Courbe LII. 


(Voir légende page suivante.) 
dans l’immense majorité des cas, quand ils sont soumis a une 
nouvelle immunisation, de mauvais producteurs (7). 


En résumé, cette possibilité de préparer indifféremment le 
méme animal avec plusieurs antigénes simultanés ou successifs 


(7) E. Lemérayer, L. Nicor, O. Grrarp et R. Corvazier, C. R. Soc. 
3iol., 1946, 440, 727. 
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PREPARATION D'UN LAPIN PAR DEUX ANTIGRNES SUCCESSIFS 


2eme préparation 
par 1'ACETATE DE Na 


lére préparation 
par le BENZOATE DE Na 


Avcund / 
floculationw 


Pourcentsge de la variation de la viscosité 


Me A MY 
U. Y, Ke Diese 
‘A 736. 3 e. dlacétate 
Au total 27,3g. dtacide benzolque 9,3¢. 
en 62 injections en 28 injections 


Courbe LUI. 


PREPARATION PAR DEUX ANTIGENES « SUCCESSIFS ». 


Courbe LI]: Premitre préparation par 9 g. d’acétale de Na pendant quinze 
jours ; prise de sang quatre jours apres. L’animal subit alors une deuxiéme prépa- 
ration par 5,2 g. de phénol pendant quinze jours ; prise de sang, quatre jours apres, 

Courbe LIII : Lianimal subit une premiére préparation prolongée pendant soixante- 
douze jours, avec 27,3 g. de benzoate de Na. Au quatre-vingt-dix-neuviéme jour, 
alors que le taux de l’anticorps benzoique est resté trés élevé (avec pouvoir flocu- 
lant), l'animal subit une nouvelle préparation avec 9,3 g. d’acétate de Na admi- 
nistrés pendant quinze jours. Quatre jours aprés la fin de cette préparation, on 
constate la présence d’un anticorps-acétate et parallélement une baisse importante 


de l'anticorps-benzoate. La y-globuline flocule, & ce moment, avee l’acétate et encore 
légéerement avec le benzoate. 


montre la souplesse extreme du mécanisme qui préside a la for- 
mation de Vanticorps. 


(A sutvre.) 


DE LAMYLOMALTASE D'ESCHERICHIA COLI 


par Jacques MONOD et Anne-Marie TORRIANI. 


] 


[Institut Pasteur, Service de physiologie microbienne (5) 


INTRODUCTION. 


Au cours de nos recherches sur |’adaptation enzymatique nous 
avons été amenés a étudier les propriétés de l’enzyme responsable 
de l’attaque du maltose par la souche d’Escherichia coli que nous 
utilisions. On sait (Monod, 1947, 1948, 1949) que la formation 
adaptative de cet enzyme (pour lequel] nous avons proposé le nom 
d’amylomaltase) est soumise 4 un déterminisme génétique spéci- 
fique. Nous envisagerons ici ses propriétés biochimiques. Nos 
observations a ce sujet ont été partiellement résumées dans deux 
notes préliminaires (Monod et Torriani, 1948 ; Torriani et Monod, 
1949), ou mentionnées dans d'autres publications (Monod, 1948). 


MaTERIEL ET TECHNIQUES. 


Soucne. — La bactérie utilisée est la forme maltose-positive et 
lactose-positive (M+ L+) de la souche ML d’F. coli (Monod et 
Audureau, 1946, Monod, loc. cit.). 


MILIEU ET CONDITIONS DE CULTURE. — Le milieu utilisé est le sui- 
vant : 
Ura oir? eee et ee ee Gg 0 YE be 2 27,2 g. 
SOUNHE ee halad ere ol iis ohn la—s 4,0 g. 
ELE IEED IB Ne ese MOR eee My ee e-em 0,4 g. 
COLO avd Sh Medi eakc. ka lege sce Conk Gan ies ec a 0.01 g. 
Sipe THe. enw ee. eee ere. 0,0005 g. 
IRGKG)S [TA a2 < UR 8 ene le ae Q.S.P. pH 7,5 
Bavedistilicersurspyrexsse-mew esis) ele Q.S.P. 4 000 me? 


Aprés stérilisation, ce milieu est additionné d’une solution con- 
centrée de maltose (stérilisé par filtration) q. s. pour 0,8 p. 100. 
- On répartit par lots de 250 cm* dans des fioles coniques de 
« 2 litres. Ces fioles sont ensemencées largement et agitées pendant 
quatorze heures environ a 34°. 


(*) Ces recherches ont bénéficié d’une subvention du National Insti- 
tute of Health., Bethesda, Md., U.S. A. 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 78, n* 1, 1950. 5 
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Mesures p’activité. — Mise en présence de maltose, l’amylo- 
maltase libére du glucose et synthétise un polysaccharide, I] faut 
donc, pour suivre la réaction, disposer d'une technique qui per- 
mette de doser le glucose en présence de maltose, La méthode 
de Tauber et Kleiner n’ayant, entre nos mains, donné que des 
résullats fort peu satisfaisants, nous avons cherché a doser le glu- 
cose 4 aide d’un enzyme spécifique. La glucose orydase de Pent- 
cillium notatum (notatine) s’est révélée étre pour cela un précieux 
instrument de travail. On sait que cet enzyme catalyse la réac- 
lion : 


glucose + H,0 + 0, —> acide gluconique + Hy. 


Les préparations de notatine purifiée par la méthode de Coul- 
thard et al. (1945) sont inaclives en présence de la plupart des 
glucides (hexoses, pentoses, disaccharides, etc.) autres que le 
glucose (1). Elles permettent de doser manométriquement le 
glucose en présence de ces glucides avee une remarquable pré- 
cision (8 p. 100 prés pour des quantités de glucose de lordre de 
1 mg.). Nous avons procédé a ce sujet Aa de nombreuses vérifica- 
tions et dosages témoins. Cet emploi de la nolat:ne ayant entre- 
temps été décrit en détail par Keilin et Hartree (1948), il n’est 
plus nécessaire d’en donner ici les justifications. 

En pratique, on employait pour les mesures d’activité une 
solulion tampon de phosphate M/10 pH 6,8 contenant 100 y de 
notatine par centimetre cube, de V’azoture de sodium (M/50) et 
du maltose (M/30). Le compartiment principal des fioles de 
Warburg recevait 3 em$ de cette solution, le diverticule 0,1 cm*® de 
solution d’enzyme, a dilution convenable. On faisait en sorte que 
la consommation d’O, ne fat pas inférieure a 50, ou supéricure 
a 300 mm%/h. environ, L’azoture de sodium a pour fonction 
d’inhiber la catalase qui pourrait contaminer les préparations. 
Pour certaines expériences, ott l’on désirait éviter la formation 
d'eau oxygénée, la solution d’azoture était remplacée par une 
solution de ca'‘alase purifiée (2). Pour les expériences ott il s’agis- 
sait d’élablir le bilan de la réaction complete, on utilisait 5 2 
10 » M de maltose par fiole de Warburg. Enfin, pour les dosages 
Bes suces oot ae de lamylomaltase, on introduisail 

a aline a I p. 1.000 dans le diverticule, et dans le 
compartiment principal 1 a 2 cm® de la solution a titrer, amenée 
a plf 6,8 et additionnée d’azoture M/50. 


(1) Nous avons employé des échantillons de notatine que nous avail 
obligeamment fournis le D® Short (Boots pure Drug Limited ©) 


(2; Mise 4 notre disposition par M. Jean Rosenberg (Institut de Bio- 
logie physico-chimique, Paris). : 
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SUCRES REDUCTEURS. — Nous avons employé la méthode de 
Somogyi (1945) avec le réactif chromogéne de Nelson (1944). 


RESULTATS. 


EXTRACTION ET PURIFICATION DE L’AMYLOMALTASE. — Aprés divers 
essais qu’il est inutile de rappeler ici, l’amylomaltase a pu étre 
extraite et partiellement purifiée par la méthode suivante : 

1° Les bactéries sont récoltées a la centrifugeuse Sharples. On 
fait passer dans la centrifugeuse une quantité ad’ eau distillée équi- 
valente 4 la quantité de milieu centrifugé (2 a 10 litres). La purée 
bactérienne est pesée et additionnée a une solution tampon de 
phosphate M/20, pH 6,8, 4 raison de 200 cm? environ pour 100 g. 
Du sable fin. est ajouté 4 raison de 2 g. par centimétre cube de 
suspension. Le mélange est agité dans un appareil A secousses 
trés rapides pendant quarante minutes. 

2° La masse crémeuse est centrifugée 4 12.000 tours pendant 
quinze minutes. Le hquide surnageant est décanté. Le culot est 
repris dans 100 cm? de tampon et centrifugé a nouveau. Cette 
opération est répétée une seconde fois. Les lquides surnageants 
sont mélangés. 

3° La préparation est additionnée de maltose, g. s. pour M/20. 
On précipite par le sulfate d’ammoniaque ootas, gq. Ss. pour 
75 p. 100 de saturation (a froid). Aprés deux heures, le précipité 
est séparé par centrifugation et redissous dans 100 cm* de 
tampon. On précipite trois fois de suite dans les mémes condi- 
tions avec du sulfate d’ammoniaque solide, q. s. pour 50 p. 100 
de saturation. Le dernier précipilé est repris dans environ 20 ¢m? 
de tampon. L’insoluble est éliminé par centrifugation (toutes les 
opérations se font 4 0°). 

Cette solution est dialysée a froid contre de V’eau distillée 
courante avec agitation. Un précipité doit se former (8). 

O°. Le pea apres centrifugation, est repris par 5 em® de 
solution tampon de véronal M/40 additionnée de sulfate de 
soude M/5; pH 6,8. Aprés une nuit 4 0°, insoluble est cen- 
trifugé. 

Dans beaucoup d’expériences nous avons employé la prépa- 
ration obtenue au sfade 3. Ces préparations contiennent souvent 
des quantités non négligeables d’amylase et sans doute de phos- 
phorylase. Pour étudier la réaction en V’absence de PO, et In 
réaction réverse (p. 72) nous avons employé exclusivement Ics 


(3) La précipitation par dialyse ne donne pas de résultats satisfai- 
sants avec tous les lots. Si la précipilation est nul’e ou insuffisante, 
on acidifie le dialysat avec ménagement par l’acide acétique jusqu’d 
pH 5,2. Le précipité obtenu est traité comme en 5. 
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préparations obltenues au stade 5. Les meilleures ErePareyeae 
métabolisaient environ 5.000 py M de maltose par heure et pi 
centimetre cube de solution. 


REACTION DE L’AMYLOMALTASE EN PRESENCE DE NOTATINE ET a 
waLTosr. — En présence de maltose a forte concentration (M/30) 
et de notatine, ’amylomaltase libére du glucose a un taux cons- 


300 J 
0,05 «m3 

Su 
= 
>E 
° 
wo 
Zz 
re) 
Y 200 0,03«m3 
a“ 
i.e) 
R 40,0269 
§ 

100 

10 20 30 40 
MINUTES 
Fic. 14. — Consommation d’oxygéne observée dans l'appareil de Warburg avec 


différentes quantités d'amylomaltase, en présence de maltose M/30, notatine 
et azoture de sodium. Les chiffres en regard de chaque courbe donnent le 
nombre de centimétres cubes de la solution d'amylomaltase introduits dans 
le diverticule. Aprés une période initliale pendant laquelle la consommation 
dO, s’accroit, on obtient un taux constant (traits gras) sensiblement propor- 
tionnel & la quantité d’amylomaltase employée. 


tant et proportionnel a la concentration de Venzyme (fig. 1) ; 
lintensité de la réaction est maximum aA pH 6,8 environ. 

Avec des quantités limitées de maltose (5 4 15 pM par fiole de 
Warburg) on constate que la courbe de la réaction est hyper- 
bolique et tend vers une asymptote correspondant a la libération 
dune molécule de glucose par molécule de maltose mis en 
jeu (fig. 2), soit done a la moitié du glucose contenu dans le 
maltose. Un dosage par la méthode de Somogyi effectué en fin 
de réaction avec le liquide des fioles révéle que les sucres réduc- 
leurs ont effectivement disparu. 

Si Pon ajoute quelques gouttes d’une solution d’iode au liquide 
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des fioles de Warburg a différents stades de la réaction, on obtient 
une teinte orangée a partir de 60 p- LOO environ, rouge vers 
80 p. 100, violette enfin ou bleue (suivant les “préparations 
employées) lorsqu’on approche de lasymptote. Un polysaccharide 
du type de l’amidon est donc synthétisé. : 

Le glucose correspondant au polysaccharide formé peut tre 
dosé par la notatine aprés hydrolyse du liquide pendant quatre 
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Fie. 2. — Libération du glucose par l’amylomaltase en présence de notatine i 
partir de différentes quantités initiales de maltose. Expérience faite dans 
Vappareil de Warburg 4 28°. Les fioles contenaient respectivement 5, 10 et 


15 uM de maltose. 


heures par l’acide sulfurique 2 N a 100°. On oblient ainsi le bilan 
complet de la réaction (lableau I). Ce bilan correspond presque 
rigoureusement A Ja réaction suivante : 
n maltose —> (glucose) + n glucose. 
Polysaccharide. 


Le polysaccharide formé a pu étre partiellement purifié par 
précipitation a Viode et fractionnement a V’alcool. Nous avons 
obtenu ainsi 200 mg. environ d’un produit blanc, soluble dans 
Yeau chaude, donnant avec liode une intense coloration bleue ct 
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TapLeau I. — Bilan de la reaction de l'amylomaltase 
en présence de notatine. 


Mélange effectué en tampon phosphate M/10, pH 6,8 : 


VENT HOSTS Ra Bole yawn MORE opie: ah SR 200 pM 


Notatinen, 42 oie) 4 ueutelee Orica TAsh oA Dear eon mr 1,6 mg 
Solution: de catalase. Gaei ssoaoy © AL Ae 0,01 cms 
Solution d’'amylomaltase.........:+-+::-, 2 cn? 
Volume total 16,5 em’, réparti entre plusieurs fioles 

de Warburg. 

Température : 28°. — Durée de la réaction : 190 minutes. 


uM 


Glucose oxydé par la notatine au cours de la réaction. . . . 197 
Sucres réducteurs (maltose) en fin de réaction ....... 0 
Glucose du polysaccharide, dosé par la votatine apres hydro- 

lyse de 4 heures & 100° par SOjHg2N .........4.-. 196 


Totals.) ove hae ee ee es 
(total théorique 400) 


libérant, par hydrolyse acide prolongée & LOO’, une quantité de 
elucose équivalente 4 80 p. 100 de son poids. 

[] faut noler ici qu’avee certaines préparations, la consom- 
mation @oxygene théorique est parfois dépassée, encore qu’avec 
une extréme lenteur. Le polysaccharide formé en présence de ces 
préparations donne une teinte violetle et non bleue. Ces résultats 
doivent sans doute étre altribués a la présence d'une amylase ou 
d'une phosphorylase contaminant les préparations. Avec les pré- 
paralions dialysées (stade 5) Viasymptote théorique n’est pas 
sensiblement dépassée, 


ROLE DU PHOSPHATE DANS LA REACTION. —- Comme Ja synthése 
in vitro dun amidon n’avait été observée, jusqu ici, qu’en pre- 
sence de phosphorylase, il paraissait vraisemblable que la réae- 
lion de Vamylomaltase impliquat une phosphorylation avee for- 
mation de glucose-l-phosphate. Cette hy pothése semble 
Cre écartée pour les raisons suivantes : 


devow 


\° fa réacuon ne s’accompagne diaucune eslérifieation de 
phosphate, autant qu'on puisse en juger par le dosage du phos- 
phate minéral (par la méthode de Viske et Subbarow) ; 

; 


2° La recherche du glucose-l-phosphate est restée infructueuse 
malgré de nombreux essais : 


3° Le glucose-1-phosphate, mis en présence dune préparation 
damylomaltase est lentement hydrolysé, mais il ne se forme pas 
de traces décelables de polysaccharide, méme si une petite quan- 
lite de maltose est ajoulée pour amoreer la réaction : 


, 
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4° Avec les préparations dialysées, ne contenant plus de phos- 


phate minéral en quantité décelable, on conslaie que la réaction 
se produit aussi bien, que l’on ajoute on non du phosphate (fig. 3). 


| REACTION DE L’AMYLOMALTASE EN L’ABSENCE DE NOTATINE. — 
Comme on vient de le voir, en présence de notatine la réaction 
catalysée par l’amylomaltase est complete : le maltose disponible 
est quantilalivement transformé en polysaccharide et glucose. 


250 


100 


50 


50 100 
MINUTES 


Fic, 3. — Réaction de l’amylomaltase en présence et en absence dion PO,. 
Les fioles de Warburg contenaient 10 »M de maltose et de l’azoture de 


sodium M/50. 
1) points blancs: solution tampon de phosphate M/20, pH 6,8; 
2) points noirs : solution tampon de citrate de soude M/2v, pll 6,8. 


Ceci dans des conditions ott l'un des produits de la réaction, te 
glucose, est constamment éliminé. 

En Vabsence de notatine, c’est-a-dire lorsque le glucose 
s’accumule, le cours de la réaction est bien différent. Elle tend 
i s’arréter lorsque le glucose libéré atteint 60 p. 100 environ de 
la valeur théorique. La réaction a liode reste négative (on décéle 
cependant parfois une légére teinte rose). Le pouvoir réducteur 
(déterminé aprés oxydation du glucose libre) diminue, mais sa 
valeur, au moment de la stabilisation, reste plus élevée que ne le 
ferait prévoir l’équation théorique si l’on supposait le polysac- 
charide formé dénué de pouvoir réducteur (tableau IT). Ces obser- 
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Tapteau Il. -—- Réaction de l’'amylomaltase 
en lab:ence .e notatine 


Solution tampon phosphate M/!10 pH 6,8. i 
Maltose M/10. . . . : oth VRC RAS pos (= 100 pM) 


Préparation damylomaltase. . tee 
Température : 28° C. 


Dosage du glucose par la notaline. : re 
Sucres reducleurs dosés par la méthode de Somogyi aprés élimi- 
nation du glucose par la notatine. 


SUCRES BKEDUCTEURS 
exprim s en pM 
de mallose pour 10 cm* 


re eee GLUCOSE LIBERE EN uM 
Boo pour 10 cm* 


— eee 


§ minutes 
4 heure. . 
3 heures . 
4 heures . 


vations montrent done que la réaction tend vers un niveau d’équi- 
libre lorsque le rapport des concentrations moléculaires maltose/ 
glucose atteint la valeur 0,75 environ. Elles suggérent en outre 
qu’en présence de glucose il se forme seulement de courtes 
chaines de dextrines réductrices. 


Réversipivire. — Quoi quwil en soit, ces résultats indiquent, et 
c'est la leur principal intérét, que la réaction de Pamylomaltase, 
comme celle des phosphorylases, est réversible. Reste a vérifier 
que la réaction peut effectivement se produire dans le sens : 


polysaccharide + glucose —> maltose. 


Cetle équalion implique que Je polysaccharide ne soit pas 
attaqué par lVenzyme en l’absence de glucose. En présence de 
glucose, au contraire, du maltose doit apparaitre, aux dépens de 
celui-ci et du polysaccharide. Cette expérience n’a pu étre réalisée 
quavee les préparations dialysées (stade 5), qui sont  suffi- 
samment débarrassées de phosphorylase et d’amylase. La réac- 
tion 4 Viode permet de démontrer trés simplement qu’en absence 
de glucose, le polysaccharide n’est pas dégradé, alors que Vaddi- 
tion de glucose provoque une baisse rapide de la teinte (fig. 4). 

LVexpérience résumée par Je tableau TLE montre que le glucose 
disparait au cours de cette réaction, alors que le pouvoir réduc 
teur augmente. En labsence de glucose, le pouvoir réducteur ne 
s aecroit pas, cl en Vabsence de polysaccharide. le glucose ne dis 


parait pas. Knfin, on voit que la réaction tend sonsiblement. vers 
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20 40 60 


MiNUTES 


Fic. 4. — Dégradation du polysaccharide par l’amylomaltase en présence et en 
absence de glucose. Mélanges effectués en tampon phosphate M/20, pli 6,8: 
P, polysaccharide M/100 (molarité exprimée en équivalents glucose); G, glu- 
cose M/i00; E, préparation d’amylomaltase diluée au 1/20. L’ordonnée 
exprime (en unités arbitraires) la densité optique d’échantillons additionnés 
dune quantité donnée dune solution d'iode. La densité optique correspondant 
a Piode seule a été déduite. Température :28° C. 


Tasteau III. — Réaction de lamylomaltase 
en présence de polysaccharidé et de glucose. 


Mélanges effectués en tampon phosphate M/10, pH 6,8 : 
P : Polysaccharide (exprimé en glucose) 40 wM/cm$ 
G : Glucose 40 «M/cm® 
E : Préparation d’amylomaltase (stade 5) diluée au 1/20. 
Température : 28°. 


Glucose titré par Ja notatine. 
Sucres réducteurs titrés aprés élimination du glucose 


= = == 
POUVOIR REDUCTEUR 
en pM de maltose 

par centimétre cube 


GLUCOSE DISPARU 
en »M/par cm? 


aa 
30! 


4,0 
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le méme niveau d’équilibre que lorsqu’elle se produit dans Vautre 
direction. 

Ces expériences ont été faites en utilisant une solution du poly- 
saccharide formé par l’enzyme (en présence de notatine). H eut 
6lé intéressant d’éprouver l’activité de l’amylomaltase en pré- 
sence d’amidons ou de glycogénes d’origines diverses. Quelques 
essais ont montré que lenzyme était actif avec l’amidon de 
pomme de terre, mais que la réaction était alors beaucoup plus 


lente, 


Spéciercimé. — Les préparations d’amylomaltase se sont mon- 
irées dépourvues d’activilé mesurable en présence des glucides 
suivants : 

Saccharose, 

Lactose, 

Mélibiose, 
Cellobiose, 
a-méthyl-d-elucoside. 

En revanche, toutes les préparations présentaient une activité 
assez marquée avee le tréhalose. Encore que le tréhalose soit, 
comme le maltose, un g-d-glucoside, il ne semble pas que cette 
activité soit duc & Vamylomallase elle-méme. Il s’agit sans doute 
dune tréhalase qui contamine les préparations. En effet: 1° il 
ne se forme pas de polysaccharide aux dépens du_ tréhalose ; 
2° les extrails bruts de bactéries cullivées en glucose (c’est-a-dire 
non adaptées au maltose) sont praltiquement exempts d’amylo- 
mallase, mais présentent une aclivilé nolable envers le tréhalose ; 
5° celle aclivilté persisle, mais n'est pas sensiblement plus forte 
avec les extraits de bactéries cullivées en maltose, extraits qui 
copliennent une amylomaltase trés active. 

Il semble done que l'amylomaltase soit spécifique de la molécule 
de maltose cl Watlaque pas les autres g-elucosides. 


Discussion. 


LES TRANSGLUCOSIDASES. A Ja suite de la découverte des phos- 
phorylases et des études approfondies auxquelles elles ont donné 
lieu, opinion semble avo prévalu que les polysaccharides du 
type amidon ou glycogéne sont des produits caractéristiques de 
ces enzymes. Ainsi Cori pouvail-il écrire, en 1945: « A sufficient 
number of cases has been tested to expect that wherever poly- 
saccharides belonging to the starch and glycogen type are 
found, glucose-1-phosphate will be the substrate from which thev 
are formed, » 

L’isolement et Vétude de Vamylomaltase apportent Ja preuve 


quun polysaccharide réagissant avee Viode peul se former a 
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paruy d'un disaccharide, sans formation intermédiaire de glu- 
cose-I-phosphate et en Vabsence de phosphate minéral. Le fait 
est d’autant plus significatif que la réaction de l’amylomaltase, 
réversible comme celle des phosphorylases, est identique a celle 
derniére, & ceci prés que le substrat en est un glucoside-glucose, 
au leu dun glucoside-phosphate. 

Ces observations ont dailleurs rapidement trouvé confirmation 
et extension grace aux recherches de Hehre (1949) et de Dou- 
doroff et ses collaborateurs (1949). Ces derniers ont étudié le 
métabolisme du maltose par des suspensions d’un mutant 
WE. coli (souche KK 12), incapable d’utiliser le glucose. Ils ont 
montré que ce métabolisme impliquait l’intervention de l’amylo- 
mallase qui, en présence de glucose, synthétisait des dextrines 
a chaines courtes (4 a 6 unités). L’addition de phosphate minéral 
ne modifiait pas l’activité de l’enzyme, dont ils ont pu démontrer 
la réversibilité d’action. Hehre et Hamilton (1946, 1948) aprés 
avoir observé la formation d’amidon a partir de saccharose ou de 
glucose-l-phosphate en présence de suspensions et d’extraits de 
Neisseria perflava, ont montré (1949), grace a des expériences 
@inhibition différentielle, que deux enzymes distincts étaient, 
selon toute vraisemblance, en cause : une phosphorylase, active 
sur le glucose-l-phosphate, et une « amylosucrase » dont lacti- 
vilé serait indépendante de la présence de phosphate minéral, et 
nimpliquerait pas la formation intermédiaire de glucose-1-phos- 
phate. 

En cé qui concerne, maintenant, la synthése de polyhexosides 
autres que l’amidon ou le glycogéne, on sait que des préparations 
d’origine bactérienne, étudiées en particulier par Hestrin et ses 
collaborateurs (1943), par Hehre (1946) et par Stacey (1942) cata- 
lysent Ja formation de dextranes ou de lévanes a partir du saccha- 
rose, par une réaction formellement identique a celle de la phos- 
phorylase ou de l’amylomaltase. I] est vrai que Ja réversibilité 
de ces réactions n’a pu étre démontrée avec certitude (Doudoroff 
et O’Neal, 1945), mais comme le suggérent Doudoroff et al. (1949) 
ceci pourrait tenir A ce que l’énergie de Ja Haison glucosidique 
serait plus élevée dans le saccharose que dans le maltose ou dans 
les polysaccharides. 

Enfin, rappelons que, grace aux belles recherches de Doudoroff 
et ses collaborateurs (1947 a, b, c) sur la « sucrose-phosphory- 
lase » de Pseulomonas saccharophila, on connait un enzyme 
capable de transférer réversiblement la liaison glucosidique d’un 
disaccharide au glucose-l-phosphate comme 4 d’autres glucosides. 
Doudoroff, Hassid et Barker avaient alors proposé de considérer 
les phosphorylases, Ja sucrose-phosphorylase, et les lévanes et 
dextrane-sucrases comme des « transglucosidases ». L’amylomal- 
tase est une transglucosidase typique. Comme les phosphorylases, 
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elle synthélise un amidon, mais son substrat est un disaccharide, 
ce qui la rapproche également des dextrane- et Jévane-sucrases. 
Ceci met bien en évidence Vanalogie profonde de ces différentes 
réactions, el parait devoir lever les objections que l’on pouvatt 
touver a rapprocher ces derniers enzymes des phosphorylases. 

Il ne s’agit pas 14 seulement d’une question de nomenclature. 
[Il est naturel de supposer que l’analogie étroite des réactious 
catalysées par les transglucosidases implique une identité de 
mécanisme. Aussi serait-il du plus grand intérét d’arriver a isoler 
a l'état de pureté un enzyme tel que l’amylomaltase pour vérifier 
Vhypothése, qui se propose d’elle-méme, que son activité est hiée 
i la présence d’un groupement prosthétique phosphoryle. 

Ouoi qwil en soit, d’intéressants problemes se posent a4 propos 
de la réaction de Vamylomaltase. On sait que la synthése de 
lamidon par la phosphorylase doit étre amorcée par une trace de 
polysaccharide. I] se peut qu’il en soit de méme pour l’amylo- 
maltase, mais il est concevable que le maltose lui-méme puisse 
servir d’amorce. Le fait que la teinte obtenue avec Tiode ne 
devienne intense qu’en fin de réaction, quelle que soit la concen- 
tration de maltose employée, s’explique trés naturellement dans 
cette hypothése. C’est dailleurs ce que suggérent aussi certaines 
observations de Doudorolf (1949). Une étude approfondie des 
conditions d’équilibre de la réaction, et de Pinfluence du glucose 
sur la longueur et la structure des chaines formées, devrait éga- 
lement conduire a des résultats sienifieatifs. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° L’amylomaltase (WE. colt a pu étre extraite et partiellement 
purifiée par fractionnement au sulfate d’ammoniaque et dialyse. 
2° Cet enzyme catalyse la réaction : 


n4 (x — glucosido) — glucose <* (glucose)” + n glucose. 


90 


3° Lorsque Je glucose formé est ¢liminé la réaction est 
complete. Le polysaccharide formé donne une réaction bleue 
avee Viode, 


/ 
0 


i° Lorsque le glucose n’est pas éliminé, la réaction est incom- 
plete : elle atteint GO p, 100 environ a 28° et pH 6.8. ‘Le poly 
saccharide formé ne donne pas de réaction & Viode. 


v°® Cette réaction est réversible ; elle altleint sensiblement Je 
A » } ae 74 ily 4 j 
meme niveau d’équilibre, quelle se produise dans lune ou dans 
l'autre direction. 
6° L’amylomaltase parait é@tre spécifique du maltose, 
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LA SURVIE DU BACILLE TYPHIQUE Vi 
ET DE SON BACTERIOPHAGE DANS L’EAU 


par A. GUELIN. 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage 
et Laboratoire d’Hydrobiologie du C. N. R.S. a Gif-sur-Yvette.) 


La persistance du bacille lyphique et de son bactériophage dans 
eau non stérile a été étudiée dans des bassins disposés en plein 
air et, par conséquent, dans des conditions se rapprochant des 
conditions naturelles. 

Les résultats obtenus montrent la disparition assez rapide du 
bacille d’Eberth, surtout dans la couche d’eau supertficielle. 4.¢ 
bactériophage, au contraire, persiste plus longtemps et peut étre 
décelé en quantité considérable, méme au cours du deuxiéme 
mois. En rapprochant ces recherches de nos travaux précédents, 
on peul admet're que l’absence du bactériophage typhique Vi dans 
les eaux exclut Ja contamination par le bacille d’Eberth. Sa détec- 
lion permeltrait au contraire d’affirmer que celle eau a élé polluée 
par le bacille typhique. Toutefois, ces données ne sont pas suffi- 
santes pour délerminer la contamination actuelle ou passée. De 
nouvelles recherches seront nécessaires pour élucider ce point. 


DiscussION ET TECHNIQUE. 


Le bactériophage, comme I’a dit d’Hérelle, est un satellite des 
bactéries 3 il est décelable au millioniéme. De ce fait, sa recherche 
et son titrage permettent de définir le degré de pollution bactérienne 
des eaux. D’autre part, d’aprés les résultats de nos expériences 
précédentes, il ressort qu’au moyen de souches sensibles appro- 
prices, on peut déceler la présence de germes pathogénes dans 
Jes eaux. 

Il y a encore peu de temps, en raison de la polyvalence de 
nombreux phages, il semblait impossible d’utiliser les méthodes 
Wisolement et d’enrichissement des bactériophages des eaux pour 
alfirmer la présence du bacille typhique dans celles-ci. Schuurman 
et Schuurman ten Bokel, en éludiant les phages typhiques dans 
les eanx de Tji-Liwung, ont été catégoriques sur ce point, Mais 
les connaissances ac'uelles sur lantigéne Vi de Felix et la décou- 
verte, en 1936, de bactériophages appropriés (Craigie et Brandon, 
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Scholtens, Sertic et Boulgakov) nous ont permis de poser & nou- 
veau ce probléme, 

Nous avons montré déja la présence, dans les eaux polluées, 
des phages étroitement spécifiques et exclusivement actifs sur 
certaines souches Vi du bacille typhique. Ces résultats ne peuvent 
pas encore étre ulilisés en pratique. Au préalable, il faudra entre- 
prendre des recherches complémentaires dans les directions sui- 
vantes : 1° sélectionner des souches standard du bacille typhique, 
el 2° éiudier le comportement du bacille typhique et de son bacté- 
riophage dans les milieux naturels, hors du laboratoire. 

La sélection des souches est une condition tres importante. La 
présence dans une eau d’un phage actif sur le bacille typhique 
ne signifie pas que ce phage provient nécessairement de ce bacille. 
I] existe des phages polyvalents, actifs sur des représentan s des 
espéces coli, typhique, dysentérique. Avec de tels phages, on ne 
peut exclure complétement |’éventualité d’une multiplication aux 
dénens du B. coli par exemple. Pour étre certain de l’origine 
typhique du bactériophage isolé, il est indispensable de choisir 
des souches exclusivement sensibles aux bactériophages Vi. Leur 
choix ne présente aucune difficulté, comme nous l’avons déja 
signalé au sujet du bacille typhique Vi 4 (1). Parmi ces souches, 
i] faudrait prendre les représentants les plus caractéristiques et 
les plus répandus du bacille d’[tberth. 

Les bactériophages isolés au moyen de ces diverses souches 
pourra:ent recevoir en toute sécurité |’éliquette phages-typhi- 
ques Vi. Leur présence permet d’affirmer que les eaux en «ues- 
tion ont été a4 un moment donné en contact avec un foyer de 
contamination. Mais la persistance du bactériophage dans l’eau 
est-elle égale ou supérieure a celle du bacille typhique ? Le phage 
présent dans l’eau n’est peut-étre qu’un témoin attardé du pas- 
sage d’un bacille disparu depuis longtemps. D’ot la nécessité 
d’une étude comparative de persistance du bactériophage et du 
bacille typhique. 

Dans notre précédent travail, étudiant l’influence de certains 
facteurs physiques sur la résistance du bactériophage Vi dans 
eau, nous avons conclu a la nécessité de poursuivre les 
recherches hors du laboratoire. I] est évident que le compor- 
tement d’un bactériophage, étudié dans une pelite quantité de 
liquide dans les conditions du laboratoire, se distingue de son 
comportement au sein d’une riviere ou d’un élang par exemple. 
Dans ces conditions, l’action des facteurs physiques et biolo- 
giques différe totalement. [1 ¢tait donc indispensable d’expé- 


(1) C’est par erreur que la souche du bacille typhique Vi 4 a été 
indiquée comme provenant de la collection de VInstitut Pasteur. Elle 
nous a été apportée en vue d’une ¢tude détaillée par M. Eugéne 


Wollman, en 1942. 
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rimenter sur une grande quantité d’eau non stérile, en plein air 
et a la lumiere. 

Le Laboratoire d’Hydrobiologie du Centre National de la 
Recherche Scientifique, sous la direction de M. Pacaud, nous 
a permis de réaliser, en partie, de telles expériences. 

Dans un terrain découvert du pare de Gif-sur-Yvette, des bas- 
sins bétonnés ont été construits et aménagés dans le sol ; la conte- 
nance de chacun est de 230 litres. Un robinet placé a la partie 
supérieure de chaque bassin permet facilement leur remplissage 
avec de eau provenant d’un étang voisin. Un robinet de vidange, 
placé au fond du bassin, rend possible l’écoulement des eaux. Une 
simple grille recouvre la surface de l’eau qui se trouve exposée 
a la lumiére du jour et aux températures extérieures. Le niveau 
de eau est mesuré par un pelit appareil construit sur les indi- 
cations de V. Frolow. Aussi, les titrages restent-ils exacts malgré 
les variations de volume d’eau, consécutifs a l’évaporation, ou, 
au contraire, aux chutes de pluie. 

L’eau des bassins qui sert pour les expériences  provient, 
comme nous l’avons indiqué, de |’étang voisin, ef n’est pas sté- 
rilisée. Les germes et les phages tres spécifiques que nous 
employons ne se rencontrent que dans Jes eaux tres polluées. 
était d’avance certain que ]’eau de l’étang se trouvant dans un 
pare fermé et loin de toute habitation humaine ne devait contenir 
ni ces bactéries, ni ces phages. Des recherches préalables nous 
ont, au surplus, apporté la preuve de leur absence. 

Ces premiers essais dans les conditions décrites ne visent qu’a 
des notions générales sur le sort subi par un germe pathogéne 
et par son satellite, le bactériophage, une fois placés dans les 
conditions décrites. Ils serviront en méme temps d’épreuve pour 
le procédé employé par nous dans l'étude bactériologique des 
eaux, hors du laboratoire. 


1° COMPORTEMENT DU BACTERIOPHAGE TYPHIQUE VI DANS L’ EAU. 


Apres vérification de Vabsence du bactériophage dans l’eau 
d’un bassin, on introduit dans celui-ci le baclériophage Vi H (de 
Kh. Scholtens). Titrages hebdomadaires des prélévements. 

Les résultats montrent que, durant trois semaines, la quantité 
de bactériophage reste stable : 1.10° corpuscules par litre en 
moyenne. Ensuite, son titre baisse de dix fois environ, la dimi- 
nution s’accentue et, a partir du troisitme mois, il n’y a plus 
qu'une quantité trés faible : 200 a 100 corpuscules par litre, 

Durant les quatre mois d’étude, nous avons pu constater que 
la quantité de bactériophage est A peu prés identique aux diffé- 
rents points de la surface du bassin. Les prélévements faits a 
partir du deuxiéme mois a des profondeurs diverses (30, 50 et 
70 cm.) ont montré que le titre du bactériophage augmente a 
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mesure que l’eau est prélevée plus Join de la surface, Les diffé- 
rences des titres bactériophagiques, au fond et a la surface, sont 
assez importantes, comme Jl indiquent les chiffres suivants : 
1.10° corpuscules par litre a la surface du bassin ; 1.10% a 30 cm., 
1.10° 4 50 cm. et 1.10° & 70 em. en profondeur. ' 

Ainsi, on peut done admettre que le bactériophage typhique 
déposé a la surface des eaux stagnantes peut étre décelé en quan- 
lités considérables durant des semaines. I] se concentre vers le 
fond ow son titre est plus élevé qu’a la surface. 


me 
CONSERVATION DU BACILLE TYPHIOQUE DANS L EAU. 


L‘infection des bassins situés en plein air par un germe patho- 
gene n’était pas indiquée. C’est pourquoi nous avons expérimenté 
avec des ballons de 5 litres emplis d’eau du bassin non stérilisée, 
et qui y sont plongés soit a 10, soit & 50 em. de profondeur. Ces 
ballons ne sont emplis qu’au deux tiers ct bouchés chacun par 
un bouchon de caoutchouc. 

L’eau des ballons est préalablement étudiée au point de vue 
bactériologique. Par étalement sur plaques de gélose, on 
n’observe qu’une quantité limitée de colonies dont Vaspect ne 
peut étre confondu avec celui du bacille typhique. Ensuite, une 
quantité considérable de germes est introduite dans les ballons, 
de maniére 4 pouvoir diluer les prélévements avant de les titrer. 
Au cours des titrages, chaque colonie douteuse est soumise par 
précaution a4 l’action du bactériophage Vi H. 

La persistance du bacille typhique dans l'eau n’est pas de 
longue durée. On peut constater une disparition plus rapide des 
bactéries a la surface du bassin qu’en profondeur. Les résulta!s 
des titrages ci-dessous indiquent la survie du bacille typhique : 


Surface : 15 heures, 40 p. 100; 24 heures, 15 p. 100; 2 jours, 0,7 p. 100; 3 jours, 0. 


Profondeur (a 530 cm. de la surface) : 15 heures, 64 p. 100; 24 heures, 42 p. 100; 
2 jours, 7 p. 100; 3 jours, 1 p. 100; 4 jours, 0,3 p. 100. 


Si on compare la survie du hacille typhique d’une part dais 
eau autoclavée, d’autre part dans l’eau non stérile, durant les 
expériences faites a 50 cm. de profondeur, on constate qu’au 
bout de quatre jours, le bacille est encore décelable (jusqu’é 
10 p. 100 de son titre initial) dans l’eau stérilisée ; tandis que 
dans l’eau non autoclavée, il a pratiquement disparu (0,3 p. 100). 


Nous voudrions exprimer ici nos vifs remerciements 4 M"° Le 
Bris, qui a largement participé a ces recherches. 
Resumes. 


Les recherches sur la conservation du bacille typhique Vi ‘4 
et de son bactériophage dans les eaux non stérilisées ont été effec- 
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tuées hors du laboratoire dans des bassins exposés a laction de 
lair et de la lumicre. 

Dans ces conditions, la persistance du bacille typhique Vi 4 
dans Veau n'est pas de longue durée. Le troisiéme jour, les 
bactéries ont disparu déja a la surface de leau du_ bassin, 
mais a 50 em. de profondeur, elles sont décelables encore au 
cinquiéme jour. La persistance du bacille typhique dans Veau 
auloclavée est neltement supéricure & celle que lon observe dans 
des eaux non autoclavées. 

Le bactériophage typhique Vi 1 persiste en quantilé considérable 
pendant plusieurs semaines en se concentrant en profondeur. La 
présence du bactériophage Vi dans leau, indiquant sa contami- 
nation possible par le bacille d’Eberth, ne détermine done pas 
l’actualité de Ja contamination, 


ETUDE DE QUELQUES SUBSTANCES, 
DERIVEES DE TERPENES, 

CAPABLES D’ACCROITRE LA SENSIBILITE 
DES REVELATEURS DE REAGINES SYPHILITIQUES 
(LE CAMPHENE, L'ISOBORNEOL, LE THYMOL, 
LE MENTHOL) 


par L. SAINT-PRIX et S. MUTERMILCH. 


(Hépital Henri-Rousselle.) 


L’instabilité des suspensions colloidales obtenues par l’action 
de V’eau distillée ou salée sur la teinture de camphre et leur 
aspect rappelant celui des émulsions au benjoin et au baume de 
tolu, nous ont incités a essayer leur comportement vis-a-vis des 
réagines syphilitiques ; des expériences, conduites a cet effet, ont 
démontré (1) l’action stimulante d’une teinture camphrée a l’égard 
du tolu-antigéne dans la réaction d’opacification de Meinicke. 
La réaction obtenue s’est révélée d’une sensibilité bien supérieure 
a celle de toutes les autres réactions sérologiques couramment 
employées ; l’étude plus approfondie de la question a montré 
que des échantillons divers de camphre comparés entre eux «i 
point de vue sérologique étaient doués d’une activité irréguliére 
et nous avons alors émis l’hypothése que le role sensibilisateur 
du camphre était dd, non au camphre lui-méme, mais a des 
« impuretés » entrant dans la composition des camphres « actifs ». 

La fabrication du camphre synthétique se fait, en effet, a 
partir de l’essence de térébenthine dont la base est le pinene et 
le nopinéne ; ces deux corps, sous l’action du gaz chlorhydrique 
sec, se transforment en chlorure de bornyle, lequel, traité par la 
soude, la potasse, le phénate de sodium, etc., donne le camphéne. 
Ce dernier, chauffé avec un acide organique, se transforme en 
esters correspondants de l’isobornéol, desquels, aprés saponifi- 
cation, l’on oblient, par oxydation, le camphre. Ces élapes suc- 


(1) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1949. 
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cessives de Ja synthése du camphre peuvent ¢tre représentées 
par Je schéma suivant : 


Pinéne --> Chlorure de bornyle —> Ester organique de bornéol —» 
Bornéol et Isobornéo] —» Camphre. 


CH: 3 CHs Ci 
¢ C C 
CHCL 
Pinéne Chlorure de bornyle Camphene 


CHs CHs CHs 


Ester bornylique Borneo/ et 
et /sobornyligue /sobornéo! 
CHOOCR CHOH CO 
Camphre 


Fic. 4. 


Notre étude a porté sur le camphene et Pisobornéol. 


I. — R&aAcTION AU CAMPHENE. 
Le camphéne, hydrocarbure de formule 
HoGaG. 
HoC BS CH 
iO Chp 
CH 
Fie. 2 


a cle employé en solution a J p. LOO dans Valeool a 90°, 
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L’antigéne au camphéne est un mélange d’extrait alcoolique 
de cceur de cheval, de teinture de baume de tolu et de teinture 
de camphéne ; la combinaison qui nous a donné les résultats les 
plus satisfaisants correspond a la formule suivante : 


Extrait alcoolique de cour, épuisé par l’acétone, au 1/4 


dans Valcogl sense nee ae wd se sass OS cm? 
Teinture-mére de tolu diluée au 1/12 dans I’alcool & 95°. . 0,5 cm? 
Teinture de camphene. 2 as. . sO 


La technique de la séro-réaction est ensuite similaire a celle de 
la réaction d’opacification de Meinicke : 

Deux tubes, par réaction, recoivent chacun 0,2 cm? de sérum 
frais ; le tube témoin recoit, en outre, I goutte de formol du 
commerce ; on introduit alors dans les deux tubes 1 cm® de la 
suspension obtenue par le mélange rapide de 1 cm* d’antigéne 
camphéné et de 10 cm* d’eau salée 4 3 p. 100, aprés leur chauftage 
préalable, pendant dix minutes, au bain-marie a 48°. On agile 
et on laisse les tubes 4 la température du laboratoire pendant 
vingt-quatre heures. 

Les sérums trés positifs floculent en clarifiant le mélange avec 
la formation d’un dépot volumineux ; 

Les sérums positifs floculent sans clarifier complétement le 
mélange ; 

Les sérums faiblement positifs opacifient Je mélange d’une 
facon plus ou moins intense ; 

Les sérums négatifs ne floculent pas et conservent au mélange 
sa transparence initiale. 

419 sérums ont été examinés au moyen de cette nouvelle réac- 
tion comparativement aux réactions de Vernes (2), de Meinicke 
(opacification), de Hecht-Mutermilch et de Kahn, dont : 

a) 196 comparativement aux méthodes de Vernes et Meinicke : 

b) 223 comparativement aux méthodes de Hecht-Mutermile!, 
Meinicke et Kahn. 


a) Groupe Vernes, Mernicke, CAMPHENE (196 sérums) : 

78 sérums provenant de sujets sains ou atteints de diverses 
affections non syphilitiques se sont montrés négatifs avee les trois 
réactions employées. - 

57 sérums provenant de sujets afteinls de syphilis, récente 
ancienne, traitée ou non traitée, se sont montrés posilifs par les 
trois réactions. ae 

61 sérums provenant de sujets syphililiques, pour la plupart en 


(2) Nous remercions l'Institut prophylactique du Db" Vernes d’avoir 
mis 2 notre disposition les résultats de leurs examens et les dossiers 


des malades 
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cours de traitement. ont donné des résultats discordants, ef notam- 
ment : 


Réaction de Vernes. . . . . 56 résultats positifs, soit 91,80 p. 100 
Réaction de Meinicke. . .. 4 — —— bos 
Réaction au camphéne . 47 — — 75,05 — 


b) Groupe Ilecur-Murermircu, MbinicKe, KXAN, CAMPHENE 
223 sérums) : 

188 sérums se sont montrés négalifs par les quatre réactions 
employées. 

15 sérums se sont montrés positifs par les quatre réactions. 

14 sérums, provenant de sujets syphilitiques, se sont montrés 
discordants : 


Hecht-Mutermilch .... . 3 résultats positifs, soit 21,42 p. 100 
Meimicke yy <. 2. 2 72) ee a9 _ — 64,42 — 
Kay aevad am esehs. ed me ote oe — — 18,57 — 
Camphons,*. > sj deus ees ae _ — 18,57 — 


6 sérums, provenant de sujets présumés non syphilitiques, ont 
fourni des résullals non spécifiques, par une ou plusieurs tech- 
niques, comme il ressort du tableau suivant : 


21.) uz S | & 
= S 2 Pt OBSERVATIONS 
77) = ie oil ae 
| a 2) 
Sars (ea | 
{ n | + \|+4+-+44+' Dépression mélancolique; tentatives de 
suicide 
ool ton n n ++ |Troubles névrotiques, paraissant liés a 
des conflits affectifs; éthylisme. 
3 n ep n n |Syndrome délirant sur fond d’affaiblisse- 
ment psychique. 
4 n n n + |Ancienne épileptique. 
5S | mw | on n + (Crises pithiatiques. 
TE Ue om A | Ue ey a | Troubles mentaux. 
| 


Le pourcentage des réactions, présumées non spécifiques, par 
rapport au nombre total des sérums examinés, s’¢tablit done pour 
chacune des réachions de la facon suivante 


Hecht 0 p. 100 
Meinicke . 0,45 = 
Kahn. 0,90 — 
Au camphéne 2) -- 


Il est bien entendu que Ja syphilis ne peut élre éeartée avec 
eerlilude pour ces malades mentaux. 
Kn résumé : 
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1° La réaction a l'anligeéne au camphene s’est montrée supérieure 
a la réaciion d’opacification de Meinicke ; 
2° Sa sensibilité est comparable a celle des meilleures réactions 
classiques ; 
3° Sa spécificité est dans les limites normales. 


II. — Réaction a L’ISsOBORNEOL. 


L’isobornéol est un alcool secondaire, de formule 
Ws C—C 


Mel CHOH 
MC CH> 
CH 


\ Fic. 3. 


Il a été employé en solution a 1 p. 100 dans l’alcool a 90°. 

L’antigene a lisobornéol est obtenu en meélangeant |’extrail 
alcoolique de cceur de cheval, Ja teinture de baume.de tolu et Ja 
teinture d’isobornéol d’aprés la formule ci-dessous, qui nous a 
donné les meilleurs résultats : 


Extrait alcoolique de cceur au 4/3 dans l'alcool 4 95°. . . 0,5 cm’ 
Teinture-mére baume de tolu au 1/6 dans l’alcool 4 $5° . 0,5 cm? 
Teinture d’isobornéol....... PWN ES Lata reece i ese eclne 


. 


La technique de la séro-réaction est ensuite similaire a celle de 
la réaction au camphéne, avec la seule différence que la solution 
salée est a 2 p. 100 au lieu de 3 p. 100. 

La lecture de la réaction 4 Visobornéol est plus aisée que celle 
de la réaction au camphene. 

Les sérums trés positifs (+++) floculent en clarifiant le 
mélange avec la formation dun précipité abondant au fond du 
tube. 

Les sérums positils (+ +) floculent plus ou moins sans clarifier 
complétement Je mélange. 

Les sérums faiblement positifs (+) donnent un léger précipilé 
au fond du tube, visible & ceil nu ou, micux encore, a Ja loupe, 
et qui opacifie le mélange aprés agitation. 

Les sérums négatifs (0) ne floculent pas et les mélanges 
paraissent méme plus transparents que ceux des tubes témoins, 
lesquels, d’ailleurs, ne sont pas indispensables. 
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1.036 sérums ont été examinés au moyen de cette nouvelle 
réaction comparativement aux réactions de Vernes, de Hechit- 
Mutermilch, de Kahn, de Meinicke (opacification), dont : 

a) 214 sérums comparativement aux méthodes de Vernes, de 
Hecht, de Kahn et de Meinicke ; 

b) 332 sérums comparativement aux méthodes de Vernes et de 
Meinicke ; 

c) 495 sérums comparativement aux méthodes de Ilecht-Muter- 
mileh, de Meinicke et de WKahn. 


a) Grouper Meinicxe, Heeur, Kaux, Vernxes, tsopornton (214 
sérums) : 

74 sérums provenant de sujels sains ou atteints de diverses 
affections non syphilitiques se sont montrés négatifs par les 
quatre réactions employées. 

47 sérums provenant de sujets attemts de syphilis, récente ou 
ancienne, traitée ou non traitée, se sont montrés posilifs par les 
quatre réactions,. 

93 sérums provenant, pour la plupart, de sujets en cours de trai- 
tement ont donné des résultats discordants, que Pon peut résumer 
ainst : 


Réaction de Meinicke . . . . 414 résultats positifs, soit45 =p. 100 


Réaction de Hecht-Mutermilch. 47 _ — 17,2 — 
Réaction de Kahn. ..... 66 _ — 70,9 — 
Réaction de Vernes . is le _- — 1,4 — 
Réaction a Visobornéol . . . 82 — — 88,1 — 


b) Groupe Meinicke, VeRNES, ISOBORNEOL (352 scrums) 

[16 sérums provenant de sujets sains ou atteints d’affections 
non syphililiques se sont montrés négalifs par les trois réactions 
emplovées. 

89 sérums provenant de sujets alleints de syphilis, récente on 
ancieune, traitée ou non traitée, se sont montrés posilifs par les 
trois reactions. 


or" 


27 scrums provenant de sujels syphilttiques, pour la plupart 
en cours de traitement, ont donné des résultats discordants, résu- 
més de la maniére suivante : 


Réaction de Meinicke. . T résultats positifs, soit 5,5 p. 100 
Réaction de Vernes. .... ‘2 — — 72,4 — 
Réaction & Visobornéol. . . 147 _- — $24 — 


’ 


¢) Grouper Meriicke, Ilecur-Murericen, 


| IXAUIN, =ISOBORNISO! 
(490 sérums) : 


138 sérums ont été négatifs par toutes les réactions employées : 
6 : 


Ket. 


} sérums ont élé positifs par toutes les réactions employées : 
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19 sérums, provenant de sujets syphilitiques, ont donné des 
résultats discordants, résumés comme ci-dessous : 


Réaction de Meinicke. . . . 3 résultats positifs, soit 15,7 p. 100 


Réaction de Hecht-Mutermilch. 5 — — 263 — 
Réaction de Kahn ...... 17 — — 89,4 = 
Réaction @ lisobornéol. . . 49 — — 4100 — 


10 sérums, provenant de sujets présumés non syphilitiques, ont 
donné des résultats non spécifiques, résumés dans le tableau 
ci-dessous : 


w 
iS (=) 

Bam iesad cia trai 

= S z < S OBSERVATIONS 

i = = xs ES 

= 2° 
= n 
{ n n ete n |Etat mélancolique résultant d'un drame 
passionnel; tendances agressives. 
2 n n n +-+- |Alcoolique, mobilité de l’humeur; idées 
de persécution. 
3 n n + n |Syphilis non reconnue; jalousie morbide. 
4 n n n = j|Etat dépressif; mouvements incohérents 
et désordonnés. 
5 n n n + |Débilité mentale. 
6 n n | + | + |Alcoolisme; aucun signe de spécificité. 
7 n n n + |Etat dépressif; deuxiéme crise assez intense. 
8 n n ++ |++-+|Pas de syphilis reconnue; placards psoria- 
siformes et eczématisés. 
9 n n n + | Vols irrésistibles. 

40 n n n + /|Céphalées qui durent depuis 25 ans; ab- 
sence de sinus frontal; hypertrophie os- 
seuse cranienne par endroits. 

) | 


Ces malades relevant de Ja psychiatrie, ’étiologie spécifique ne 
peut pas étre écartée de maniére absolue et nous inclinons a 
penser que, dans la plupart des cas, il s’agirait d’hérédo-syphilis. 
Méme si l’on range toutes ces discordances dans la catégorie des 
réactions non spécifiques, le nombre en serait tres réduit, soil 
8 sérums sur les 1.036 sérums examinés, ou 0,77 p. LOO. 


TrECUNIOUR APPLICABLE AU LIQUIDE CE PHALO-RACHIDIEN. 

L’emploi de lVantigéne isobornéolé peut étre appliqué a Pexa- 
men des liquides céphalo-rachidiens ; Ja technique mise au point 
est la suivante : 

Deux tubes, par réaction, recoivent chacun 0,5 em’ de liquide 
céphalo-rachidien ; l'un d’eux, le tube témoin, recoil, en outre, 
IV gouttes de formol du commerce ; puis on distribue 0,5 cm? 
de la suspension obtenue par le mélange rapide (a trois reprises) 
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de 1 em® d’antigéne isobornéolé et de 10 em*® d’eau physiologique 
49 p. 1.000, aprés leur chautfage préalable, pendant dix minutes, 
au bain-marie A 48°. On agite et on laisse les tubes a Ja tempe- 
rature du laboratoire jusqu’au lendemain. 

Les liquides trés posilifs (+++) floculent en clarifiant le 
mélange ; 

Les liquides positifs (+ +) floculent sans clarifier complétement 
le mélange, en formant un coagulum plus ou moins abondant sem- 
blable A de Valbumine cutte ; 

Les liquides faiblement posilifs (+) opacifient le mélange et 
forment des granulations fines comparables a celles que lon 
observe dans la séro-réaction de Kahn ; 

Les liquides négalifs (O) conservent au mélange son aspect 
inilial (la lecture peut étre facilitée par Pemploi du miroir concave), 

115 liquides céphalo-rachidiens ont été examinés par cette 
méthode comparalivement aux techniques de B.-W., de Meinicke 
et du benjoin colloidal. 

84 liquides ont été négalifs par toutes les techniques ; 

5 liquides ont été posilifs par toutes les techniques ; 

23 liquides, provenant de sujets présentant des syndromes ner- 
veux susceplbles d’étre impulés A la syphilis, ont donné des résul- 
tats discordants que Von peut résumer de la facon suivante : 


Réaction de B.-W. . . . . . 46 résultats posilifs, soit 69,73 p. 100 
Réaction de Meinicke. ... 3 _ — 13,04 — 
Réaction au benjoin.... 7 — — 30,43 — 
Réaetion & lisobornéol. . . 20 — — 6,95 — 


3 liquides, provenant de sujets présumés non syphilitiques, ont 
donnée des résultats discordants que Von peut résumer dans le 
tableau suivant : 


OBSERVATIONS 


BENJOIN 
ISOBORNEOL 


MEINICKE 


—_——————— ee 


~ 


Syphilis? parésie faciale et pupille pares- 
seuse. 

Syndrome dépressif; paraplégie; tentatives 

de suicide et de meurtre, 14 ans aupara- 

vant. 

|Psychose maniaque (dépressive; troisieme 

| crise. 37 ans. 


I] s’agit de 8 malades mentaux, pour lesquels la syphilis 
demeure une ¢liologie possible. 
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Discussion. 


Les réactions aux antigénes & base de camphre, de camphene 
et d’isobornéol réalisent trois nouvelles techniques de séro-dia- 
gnostic de la syphilis, dont la sensibilité est comparable ou supé- 
rieure 4 celle des réactions de Hecht, de Meinicke, de Kahn, de 
Vernes, et dont la spécificité se maintient dans les limites tolérées. 
Toutefois, il est & remarquer que les sérums examinés prove- 
naient, pour la plupart, de malades mentaux et de consultants 
de l’Institut prophylactique. La spécificité de ces réactions doit 
donc encore étre éprouvée vis-a-vis des sérums appartenant a des 
sujets atteints d’affections telles que le paludisme, la scarlatine, 
la broncho-pneumonie, ete., ainsi qu’a des sujets vaccinés contre 
la variole, lesquels donnent souvent des réactions non spécifiques 
avec les techniques habituelles. 

A quel procédé convient-il de donner la préférence ? 

D’emblée, nous éliminerons la réaction a l’antigéne camphré, 
pour les raisons déja indiquées. 

En ce qui concerne la réaction a l’antigéne au camphéne, 
Pexpérience a montré que, d’une part, elle cédait en sensibilité 
a la réaction a Visobornéol et que, d’autre part, la lecture le 
celle-ci était plus aisée, La réaction a l’antigéne isobornéolé se 
recommande done pour le séro-diagnostic de la syphilis, d’autant 
plus qu’en présence de sérums faiblement posiltifs, elle a donné 
trés souvent un nombre de croix plus élevé que toutes les autres 
réactions. 

Est-il nécessaire d’insister sur Ja simplicité de la technique, 
n’exigeant aucun matériel spécial, et sur la facilité de sa lecture ? 

Comment expliquer le mécanisme de l’action de ces différents 
sensibilisateurs ? 

Ce probleme d’ordre physico-chimique parait trés compleve 
et ne peut, pour le moment, pas étre élucidé ; toutefois, il a été 
constaté que l’extrait alcoolique de coeur additionné de camphre 
ou d’isobornéol et en l’absence de tolu, déterminait, en présence 
de sérums syphilitiques, une floculation plus importante que le 
méme extrait employé seul ; les floculats ainsi obtenus, étant plus 
volumineux, se précipitent plus facilement, au contact du tolu, 
que les floculats fins ou invisibles formés par l’extrait seul. II 
y aurait une analogie entre l’action sensibilisante du camphre 
ou de Visobornéol et celle du cholestérol dans la réaction de 
Sachs-Witebsky. Notre attention fut attirée sur la fonction alcool 
commune au cholestérol et a Visobornéol, que Von retrouve dans 
d’autres dérivés de terpénes, tels, par exemple, le thymol et le 
menthol, 4 partir desquels des antigénes préparés d’aprés une 
formule A peu prés identique a celle décrite précédemment se sont 
montrés d’une sensibilité suffisante, mais inférieure a celle de 


Visobornéol. 
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Mais, d’autre part. il faut remarquer que le camphéne, qui esl 
un hydrocarbure, élant aussi un sensibilisateur assez actif, Ja 
fonction alcool de Visobornéol ne saurait done tout expliquer, cl 
la question du mécanisme d'action de ce corps reste posée. 


CONCLUSIONS. 


|. Des substances diverses, dérivées de terpenes, telles le 
caumphre, le camphéne, Visobornéol, le thymol, le menthol, ajoutées 
au baume de tolu et & Vextrait alcoolique de coeur, forment des 
antigénes d’une sensibilité remarquable et d’une spécificité satis- 
faisante. 

2. L’antigéne a lisobornéol s’est avéré supérieur, a tous les 
points de vue, aux autres antigénes. 

3. La réaction de floculation 4 Visobornéol, plus sensible que 
les réactions de Hecht-Mutermilch, de Meinicke, de Kahn et de 
Vernes, peut étre recommandée pour le séro-diagnostic de la syphi- 
lis, conjointement aux autres réactions sérologiques classiques. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DES PROPRIETES BIOLOGIQUES 
DES AC:DES GRAS RAMIFIES 


I. — SUR LES PROPRIETES TOXIQUES 
DE QUELQUES ACIDES RAMIFIES NON SATURES 


par A. SARTORY, Jacques MEYER et Paut CAGNANT. 


(Faculté de Pharmacie, Laboratowe de Microbiologie, Strasbourg. 
Faculté des Sciences, Institut de Chimie, Strasbourg.) 


On a signalé dans la bibliographie 4] les propriétés toxiques de 
Yacide A 2-cyclopenténylacétique (I), en particulier l’apparition 
(accidents convulsifs pouvant amener la mort chez le cobaye et 
le chien, aprés injection de faibles doses 4 ces animaux. 


Ne UES, ; s : 
[eee | Neale oun \ — (CH,);.COOH 


(I) (II) (111) 


Des phénomeénes semblables ont été observés [2] avec Vacide 
hydnocarpique et Vacide chaulmoogrique. L’hydrogénation de la 
double liaison dans l’acide A 2-cyclopenténylacétique diminue for- 
tement cette action toxique et la supprime complétement dans le 
cas des acides hydnocarpique et chaulmoogrique. Ce fait présente 
un grand intérét, ces deux corps étant les seuls agents chimio- 
thérapiques actifs employés actuellement dans le traitement de 
la lépre et les acides hydrogénés correspondants conservant leur 
activité antilépreuse. | 

Dans le but d’expliciter le mécanisme d'action physiologique 
des acides non saturés cycliques [3] et les relations entre l’acti- 
vité toxique et la constitution chimique, nous avons étudié compa- 
rativement les substances suivantes : 

(I) Acide A 2-cyclopenténylacétique et son ester éthylique. 

(IV) Acide g-méthyl-A 2-cyclopenténylacétique 

CH, 


WN | 
oa Cli COOH 


By 
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(V) Acide A I-cyclopenténylearboxylique et son ester éthylique : 


( ) — COOH 


(VI) Acide A 2-cyclohexénylacélique et son isomére A LT: 
( Ay cH, — COOH 


Nye 


Fsters éthyliques des acides hydnocarpique et chaulmoogrique 
el leurs dérivés hydrogénés correspondants. 
Acide et ester éthylique de Vacide -phénylundécylique : 


(VII) C118 — (CH,),) — COOH 


Premiere SERIE dD’ EXPERIENCES. — Au moyen de chacun de ces 
produits nous avons injecté trois souris par voile sous-cutanée, 
® la base de la queue (0,1 em*), 

On a répété la méme expérience sur un deuxiéme lot de trois 
animaux avee une dose de 0,6 cm* de chacun des produits étudiés. 

Dans les deux séries d’essais, les résultats ont été concordants, 
prouvant soit latoxicité du produit, soit la toxicité de Vacide ou 
de Vester expérimenté ; la dose minimum léthale était de 0,1 em* 
pour tous les produits toxiques. 

Résultats. — Ont occasionné une mort foudroyante en quinze 
minutes : les esters éthyliques des acides hydnocarpique et chaul- 
moogrique a la dose de 0,6 cm*. Leurs dérivés hydrogénés sont 
i’ peu prés sans action. 

Ont oceasionné une mort plus tardive (trois & six heures aprés 
l’injection) : 

Leacide A 2-cyclopenténylacélique et son ester, 

L’acide g-méthyl-A 2-cyclopenténylacétique, 

L’acide 2-cyclohexénylacétique et son isomere A 1. 

L’acide A 1-cyclopenténylearboxylique et son ester sont un peu 
moins actifs que Vacide A 2-cyclopenténylacétique aux mémes 
doses. 

Enfin Vacide o-phénylundécylique et son ester éthylique sont 
folalement inaclifs, méme a la dose de 0,6 em?. . 

Les symptémes pathologiques sont idenliques pour tous les 
corps étudiés : convulsions presque extraordinaires : 
violente sur le systéme nerveux central, 
nution de 


done action 
occasionnant une dimi- 
la fréquence cardiaque, élévation de la pression arté- 
rielle, spasmes respiratoires tres accentués, vaso-eonstrictions 


arrétant surtout les mouvements péristalliques normaux du tractus 
digestif. | 
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Dans les cas de mort tardive, nous constatons en outre une 
action hémogénique : diathése hémorragique et formation de 
méthémoglobine,. 

A Vautopsie nous avons remarqué également une hémorragie 
cérébrale et nous insistons sur l’absence d’hypertrophie des sur- 
rénales. Celles-ci ont en moyenne le méme poids que celles des 
souris non traitées par ces acides ou ces esters. 


DeuxIEME SERIE D’EXPERIENCES. — Nous avons effectué les 
essais suivants sur six cobayes sains au moyen de lester de 
Vacide hydnocarpique et Vacide A 2-cyclohexénylacétique. 

a) Injection de chacun des deux produits par vole sous-cutanée 
a la dose de 1 cm*. 

b) Injection par voie intrapéritonéale de 0,2 cm* d’abord, puis 
de 0,6 cm*® aprés une heure. 

c) Application par voie percutanée (technique de Moro) de 
0,2 cm* a travers la peau rasée et flambée de la région abdomi- 
nale post-sternale. 

Les résultats sont identiques 4 ceux des premiers essais : forte 
toxicité, convulsions et mort rapide. 

A Vautopsie, fait important a retenir : on ne conslate aucune 
caséification ni tuberculisation. 


TROISIEME SERIE D EXPERIENCES. — Des badigeonnages répétés 
au moyen de l’acide A 2-cyclopenténylacétique de la peau rasée 
du cobaye sain ne produisent aucun phénoméne cutané dirri- 
tation, alors qu’un cobaye netltement tuberculisé (injection sous- 
cutanée de 0,001 mg. de bacille de Koch depuis quatre semaines) 
présente une réaction inflammatoire nette et reproductible. 

De ces recherches nous croyons pouvoir tirer les conclusions 
suivantes : 

1° La position de la double liaison en A 1 ou A 2 et la nature 
du cycle (5 ou 6 atomes de carbone) n’interviennent pas ou peu 
dans Vintensité des phénoménes toxiques déclenchés par les 
acides -cyclénylalcanoiques, la longueur de la chaine grasse 
portant le carboxyle ne semble pas non plus intervenir considé- 
rablement dans cette action. La fixation directe du carboxyle au 
eycle non saturé présente une faible importance. 

2° Le mécanisme de |’action physiologique de ces acides est le 
méme : action sur le systeme nerveux central, puis sur les 
organes des centres respinatoires. 

3° Le remplacement d’un cycle non saluré par un groupement 
aromatique phényle supprime toute action toxique ; I’acide 
phénylacétique et acide -phénylundécylique n’ont pas d'action. 
La présence non seulement d’un cycle, mais d’une double liaison 
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éthylénique isolée dans ce cycle est done nécessaire pour qu il 
y ait action toxique. 

4° Le fait que les esters des acides toxiques ont une toxicité 
de méme ordre que les acides mémes, exclut pour ces composes 
un mécanisme d'action physiologique par association (captation, 
par exemple, de certains enzymes par le carboxyle libre) et n'a 
done pas de rapport avec le mécanisme d’action des acides 
za-disubstitués que nous ¢ludierons dans une prochaine note. 
Nous nous proposons également d’effectuer I’étude des acides 
comportant un cycle non saturé a 7 chainons et bicycliques non 
saturés 4 10 chainons carbonés, 

5° Ces acides toxiques n’ont pas d’action hémorragique, 1 
hypertrophiante directe sur la glande surrénale. 
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L’apparition de bacilles tuberculeux résislants a la strepto- 
mycine, chez certains des malades en traitement, conslitue une 
des principales causes des échecs de cet antibiotique. Certaines 
tuberculoses d’emblée résistantes a la streptomycine apparaissent 
parfois, chez des sujets n’ayant jamais recu Vantibiotique, mais 
ayant été en contact avec des malades porteurs de bacilles 
résistants. Pour ces raisons, la détermination de la sensibilité du 
bacille tuberculeux a la streptomycine donne des renseignements 
capitaux pour le clinicien et doit passer dans Ja pratique courante. 

D’autre part, l'étude de la valeur antituberculeuse de nou- 
veaux agents, tel l’acide p-aminosalicylique, doit comprendre 
la recherche de Ja présence éventuelle de bacilles tuberculeux 
résistants a ces agents, chez les malades ou les animaux de labo- 
ratoire trailés par ces nouvelles médications. 

Nous nous proposons donc de décrire la préparation et l’emploi 
d’un milieu solide qui nous a donné entiére satisfaction pour la 
raise en évidence de bacilles tuberculeux résistants soit a la strepto- 
mycine, soit 4 l’acide p-aminosalicylique, soit a la fois 4 ces deux 
médications [4, 2]. Ce milieu est préparé par laddition d'un 
jaune d’ceuf et de différentes quantités de streptomycine ou d’acide 
p-aminosalicylique 4 chacun des flacons contenant 120 cm* de 


Arnales de UInstilut Pasteur, t. 78, n® 1, 1950. vl 


98 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sélose liquéfiée stérile. Cette technique est comparable a celle de 
la préparation de la gélose au sang. La Tyndallisation ou les autres 
procédés de stérilisation sont inutiles aprés la réparliion en 
iubes ; c’est dire que ce milieu est extrémement simple 4 préparer 
et qu’il peut étre utilisé dans des laboratoires ne possédant qu'un 
matériel de bactériologie réduit. 


A. — Mé&rHopEs. 
PREPARATION DE LA GELosE. — Elle se fait de la maniere 


habituelle. Nous employons la formule suivante : extrait de 
beuf, 3g. ; peptone, 10g. ; glycérine, 10 cm*; eau distillée, 1 1. 
Le pH est ajusté & 7 (1). Le liquide ainsi obtenu est rendu 
homogéne par chaulfage ect ensuite réparti dans des flacons 
de 150 em® environ, a raison de 120 em* par flacon. Les flacons, 
apres slérilisation 4 l’autoclave, sont conservés a la glaci¢re ou a 
la température du laboratoire, et recevront chacun un jaune d’ceul 
et la quantité de streptomycine ou d’acide para-aminosalicylique 
désirée, au moment de Vutilisation. Les volumes rapportés ici 
nous ont paru élre ceux qui évilaient le plus la formation de 
mousse lorsque le jaune d’ceuf est incorporé a la gélose. ‘ 


PREPARATION DES JAUNES D’oEurs. — Des ceuls frais, de poule, 
sont lavés 4 eau savonneuse et placés dans |’alcool a 70° pendant 
au moins quinze minutes. Chaque ceuf est ensuite retiré de 
alcool, la petite extrémilé de la coque brisée, et le blane extrait, 
le tout a aide d’une pince stérile. Au moyen dune pince stérile 
également, on créve le jaune, et on le rend homogéne par 
acilation ; il est alors versé directement dans un des flacons 
contenant 120 cm*® de gélose liquéfiée par chauffage et ramenée 
-a une lempérature de 50° environ. Il est préférable d’ajouter a la 
sélose le médicament choisi, en solution: aqueuse, avant l’incor- 
poration du jaune d’ceuf. A la température de 50°, la gélose est 
encore liquide et le jaune d’@uf ne se coagule pas. On agile 
pour obtenir un mélange homogéne ; si une cerlaine quantité de 
mousse se forme, on s’en débarrasse en versant le liquide dans un 
second flacon stérile ; la mousse reste dans le premier récipient. 
Le milieu est alors réparti dans des tubes stériles que l’on incline ; 
celle opération doit étre réalisée rapidement de maniére a éviter 
la coagulation de la gélose avant sa répartition en tubes. Si cette 
coagulation se produisait, ne pas essayer de chauffer la eélose 
dans le flacon, car le jaune d’ceuf se coagulerait et la strepto- 


(1) Nous utilisons le « Dehydrated Nutrient Agar » préparé par Difco 
Laboratories, Detroit, Michigan. 
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mycine risquerait d’étre inactivée. Les tubes munis d’un bouchon 
a vis sont ceux qui empéchent le mieux la dessiccation du milieu 
lorsqu’il est conservé longtemps. 

En pratique courante, nous utilisons des concentrations de 1, 
5, 10, 1.000 microgrammes de streptomycine par centimétre cube 
de mileu. Le volume d’un jaune d’ceuf étant de 15 em®* environ, 
les concentrations de lantibiolique & ajouter a chacue flacon 
doivent étre calculées en tenant compte du volume total : 120 cm? 
de gélose + 15 cm*® de jaune d’ceuf, soit 185 cm’. La strepto- 
rycine n’est pas inactivée par la température de la gélose (50°) ; 
elle conserve également ses propriétés en présence du jaune 
d’ceuf, que le milieu soit conservé a la glaciére ou a la tempé- 
rature du laboratoire. 

En raison de la faible solubilité de l’acide p-aminosalicylique. 
nous ulilisons son se] de sodium (NaPAS). La solution aqueuse 
d> ce sel est stérilisée par filtration et ajoutée a la gélose liquide, 
en quantités variables, de maniére a obtenir des concentrations 
croissant du simple au double entre 0,006 et 6,4 mg. par 100 cm* 
de milieu. Le médicament n’est pas inactivé par le milieu et con- 
serve ses propriétés soit a la glaciére, soit a la température du 
laboratoire. 


ENSEMENCEMENT. — Les tests de sensibilité peuvent étre faits par 
ensemencement direct des produits pathologiques (crachats, urine, 
liquide gastrique), s’ils sont extrémement riches en bacilles et s’ils 
ont été traités comme pour une culture ordinaire de bacilles tuber- 
culeux. L’échantillon doit étre parfaitement homogeéne, de maniére 
que chaque tube recoive une quantité a peu pres égale de bacilles. 
L’expérience nous a montré qu’habituellement et particulierement 
lorsqu’il s’agit de malades traités par la streptomycine, une 
culture préalable est de beaucoup préférable. Les tubes du lest 
de sensibilité sont ensemencés a partir de cette culture. Si les 
colonies obtenues sont friables, on peut ensemencer au fil de 
platine ; la répartition a la surface du milieu doit étre faite avec le 
plus grand soin, de sorte qu’un amas bacillaire n’en impose pas 
pour une colonie lors de la lecture, quatorze jours plus tard. 

Si la culture est séche et peu friable, ce qui est le cas le plus 
fréquent, on fait une émulsion bacillaire. Quelques colonies sont 
broyées dans uh mortier stérile, ou dans un tube 4 essai avec un 
agitateur de verre, et l’on ajoute ensuite 3 a 4 cm® d’eau distillée 
ou de bouillon ordinaire, de maniére.a oblenir une émulsion 
contenant environ 1 mg. de hacilles tuberculeux par centimétre 
cube. La méthode ne nécessite pas une grande’ précision et des 
variations de 1 4 10 dans le nombre des bacilles ensemencés ne 
modifient pas les résultats de facon appréciable. On peut toutefois 
comparer les émulsions ainsi réalisées avec une émulsion standard 
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contenant 1 mg. de bacilles par centimétre cube. Chaque tube de 


milieu recevra finalement 0,1 cm*® de la suspension et sera place 
a l’étuve a 87° pendant quatorze jours. 


Be = Rise ramss 


TESTS DE SENSIBILITE A LA STREPTOMYCINE. — Aprés quatorze jours 
d’incubation, on peut noter soit la résistance de la culture, qui 
est alors Ja concentration maxima de streptomycine permettant 
la croissance, soit la sensibilité de la culture, c’est-a-dire la 
concentration minima de streptomycine inhibant cette  crois- 
sance, 

Le milieu que nous préconisons donne entiére salisfacuion et 
habituellement aprés deux semaines, une croissance trés impor- 
lante est observée dans le tube témoin, comme on peut le voir sur 
les figures 1 ct 2. Parfois les résultats peuvent étre plus rapides 
el lus aprés sept & dix jours. Si, par contre, il n'y a pas de 
croissance apres quatorze jours, nous préférons faire un second 
lest que conserver plus longtemps le premier a l’étuve. 

Les cultures isolées de 551 malades jamais traités par |’ anti- 
hiolique ont poussé seulement dans le tube témoin ou le tube 
contenant | microgramme de streptomycine par centimetre cube 
de milieu. 

Au cours du traitement, les bacilles tuberculeux streplomyecino- 
résistants peuvent apparailre soit rapidement, soit progressi- 
vement. Tres souvent ils sont capables de pousser dans un*milieu 
contenant 1.000 microgrammes ou plus de streplomycine par 
centimetre cube. 


TESTS DE SENSIBILITE A L’ACIDE P-AMINOSALIGYLIQUE. — Les 
cullures isolées de 73 malades, jamais traités par cette médi- 
cation, ont poussé seulement dans le tube lémoin et les tubes 
contenant des concentrations égales a 0,006 et 0,012 me. de 
NaPAS par 100 em* de milieu. Dix de ces cultures étaient! 
cependant résistantes a la streptomycine. Les résultats étaient 
lus par deux fois : une premiere lecture Glait faite le qua 
lorziéme jour, une seconde le Wwenliéme, comme pour la culture 
de la figure 3. 

Nous avons seulement trouvé des bacilles tuberculeuy résis- 
lants in vitro & Vacide p-aminosalicylique chez 4 malades qui 
avaient été traités par ce médicament, sans association de strepto- 
mycine, pendant cing a huit mois. Les cultures isolées de ces 
rjalades & la fin du traitement poussaient, comme on peul le vow 
sur Ja figure 4, dans un milieu contenant 3,2 me de NaPAS 
par 100 em*. Cetle coneentration est plusieurs cenlaines de fois 
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Fic. 4. — Culture streptomycino-sensible, isolée dun malade non traité par 
lantibiotique. La lettre C indique le tube témoin, les chiffres indiquent les 
concentrations de streptomycine en microgrammes, par cenltimétre cube de 

inilieu. Photo prise aprés quatorze jours d’incubation a 37°. 


(1c. 2. — Culture streptomycino-résistante. Photo prise aprés qualorze jours 
W@incubation. Seuls les tubes contenant 10 et 1.000 microgrammes de strepto- 
mycine par’ centimétre cube de milieu ont été employés, car le malade 
était connu depuis longtemps comme porteur de bacilles résistants. 
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égale a celle qui inhibait toute croissance au début du traitement. 
De plus, 2 de ces malades avaient des bacilles résistants a la 
streptomycine avant le début du traitement par l acide p-amino- 
salicylique ; la figure 5 montre la culture isolée d’un de ces 
malades: ces cultures, résistantes aux deux médicaments, poussent 
dans un milieu contenant 1.000 microgrammes de streplomycine 


Fic. 3. — Culture sensible a l’acide p-aminosalicylique. Apres trente jours, la 
croissance est observée dans le tube témoin et les tubes contenant 0,006 et 
0,012 mg. de NaPAS par 100 cm* de milieu. Un grand nombre de cultures de 


malades non traités par le NaPAS poussent seulement dans 0,006 (d’apres 
Delaude et col.) {2}. 


par centimetre cube et des concentrations de NaPAS variant 
de 0,4 46,4 mg. par 100 cm’. 


Discussion. — Pour les tests courants de sensibilité du bacille 
tiberculeux a la streptomycine ou a l’acide p-aminosalicylique, 
nous préférons les muilieux solides aux milieux liquides. Ils 
permettent @apprécier plus facilement l’intensité de la croissance ; 
ils permettent de prélever des colonies isolées pour des études 
ullérieures, ils sont plus faciles & manipuler. Dans une série 
iD tests faits parallélement sur eélose & Voeuf et dans le milieu 
liquide de Proskauer et Beck, 10 cultures n’ont 
milieu solide. La gélose a Vouf, 


Lowenstein et de Petragnani, n 


cde Zz 
poussé qu’en 
contrairement aux milieux de 
e nécessite pas la Tyndallisation, 
qui est toujours ennuyeuse a réaliser et qui risque (inhiber 
l'action des agents thérapeutiques emploveés, 
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Fic 4. — Culture résistante 4 Vacide p-aminosalicylique isolée d’un malade 
ayant recu 930 g. de cette médication en cent soixante neuf jours. Aprés 
trente jours la culture pousse dans les concentrations de 3,2,mg ‘de |NaPAS 


par 400 cm® (d’aprés Delaude et coll.) [2]. 


Fic. 8. — Culture résistante a la fois & la streptomycine et & l’acide p-amino 
salicylique. Ce malade & subi une premiére période de traitement par la 
streptomycine, et, plus tard, il recut 10g. de NaPAS par jour, pendant deux cent 
cinquante et un jours. Aprés trente jours la croissance est observée dans les 
tubes contenant 1.100 microgrammes de streptomycine par centimétre cub¢ 

et des concentrations de NaPAS variant de 0,44 6,4 mg. par 100 cm’ de milieu 
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Resumé. — Une technique pour la déterminalion de la sensi- 
bilité du bacille tuberculeux a la streptomycine et a [acide 
p-aminosalicylique a été décrite. Le milieu préconisé est constitué 
de gélose additionnée de jaune dul et de agent thérapeutique 
intéressé. La Tyndallisation du milieu est inutile aprés la répar- 
lilion en tubes. La lecture des résultats est plus facile et plus 
précise qu’elle ne lest en milieu liquide. 


BIBLIOGRAPHITE 


}4] Karvson (A. G.) et Neepuam (G. M.). Determination of Strepto- 
mycin Sensitivity of Tubercle Bacilli by use of Egg-yolk Agar 
Medium. Proceed. Staff Meet., Mayo Clin., 1948, 23, 401-408. 

{2] Detaupge (André-M.), Karuson (A. G.), Carr (D. T., Fetpman (W. H.) 
et Prurrze (K. H.). Increase in Resistance of Tubercle Bacilli 
to Sodium p-aminosalicylic Acid : Observations on Cultures 
Isolated from Patients During Chemotherapy. Proceed, Staff 
Meet., Mayo Clin., 1949, 24, 341-346. 


SUR LE MECANISME 
DE L’ACTION DE LA STREPTOMYCINE 


Il. — LA RESISTANCE A LA STREPTOMYCINE 
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(Laboratoire de Bactériologie de Université Libre de Bruxelles 
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de VHépital universitaire Saint-Pierre, Bruzelles.) 


Les bactéries ne sont pas toutes sensibles a laction bactério- 
statique de la streptomycine. Une souche est rarement insensible 
d’emblée, mais des variants résistants apparaissent facilement 
sous l’effet d’un traitement par l’antibiotique, soit in vitro, soit 
in vivo [26, 3]. L’objet du présent mémoire est étude de certains 
problemes posés par la résistance acquise. On sait que celle-ci 
est héréditaire et varie rarement au cours des repiquages [6]. 

Les techniques expérimentales sont les mémes que celles uli- 
lisées dans le premier mémoire [43]. 

ne 

La notion de résistance est toule relative. Ainsi, on sait que, 
pour inhiber la multiplication, il faut introduire dans un milieu 
nutritif d’autant an de streptomycine que l’ensemencement a ¢té 
plus riche [5, 9]; 1] s’agit cependant d’une seule et méme souche 
microbienne, et l’on ne peut parler de résistance plus ou moins 
grande. D’autre part, la concentration bactériostatique (C. B.) 
varie avec le milieu nutritif utilisé [27, 24]. Aussi, dans tout ce 
qui suit, sauf indication spéciale, les C. B. correspondent-clles 
a des ensemencements de 5 x 10* germes par cm*, ou moins, dans 
du « bouillon nutritif Difco ». 

On a décrit peu de différences entre les germes sensibles et résis- 
tants ; seul le comportement vis-a-vis de la streptomycine les dis- 
tingue. Les autres différences, d’ailleurs inconstantes, sont peu 
caractéristiques : modifications de l’aspect microscopique [24, 8], 
de l’aspect des colonies {24], modifications de J’activité biochi- 
mique [22]. I] nous a semblé, en outre, que les variants résistants 
supportaient plus mal la conservation, méme en glaciére, que les 
souches sensibles dont ils sont issus : leurs cultures, surtout sur 
gélose, se stérilisent fréquemment en quatre a huit semaines. 
nite et al. ont fait des observations analogues |22]. 
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On connait quatre moyens pour faire apparaitre des variants 
résistants ; de chacun il existe diverses modalités. Ces quatre 
moyens sont les suivants : c 

1° Lorsqu’on ensemence un grand nombre de bacteries sur 
milieu nutritif gélosé additionné de streptomycine, des colonies 
se développent qui se révélent résistantes (cf. 7, p. ex.). ‘Les colo- 
nies sont d’autant plus nombreuses que la streptomycine est 
moins concentrée ou que l’ensemencement a été plus riche. 

2° Si l’on ensemence des bactéries sensibles dans une série de 
tubes de bouillon contenant des concentrations croissantes de strep- 
tomycine, a, b, ¢, d, elc., les bactéries se sont multipliées, aprés 
vingt a vingt-quatre heures 4 37°, dans certains tubes, a, b, c, par 
exemple. Si a, b et ¢ sont suffisamment proches de la ©. B. (d), 
les cultures de ces tubes ont acquis une faible résistance {18}. Pro- 
longeons la durée de Vincubation. Certains tubes restés limpides, 
présentent a leur tour un développement microbien ; ces cultures 
sont fortement résistantes. Les nouvelles cultures ne se présentent 
pas toujours dans le tube d ou méme e : il arrive que d, e, res- 
tent limpides et que g, par exemple, se trouble, La culture est 
d’autant plus résistante qu’elle a apparu plus haut dans la série. 
Si l’on fait faire un passage a ces cultures résistantes dans du 
bouillon additionné d’une concentration plus forte de streptomy- 
cine, on exalte encore la résistance. Aprés quelques passages, on 
peut obtenir des cultures insensibles & n’importe quelle concen- 
tration de Vantibiotique. 

3° Silver et Kempe [25] ont montré que des bactéries sensibles 
peuvent devenir « extrémement résistantes par culture en série sur 
membranes allantoides d’ceufs embryonnés addilionnés de quan- 
tilés de streptomycine constantes et inférieures a la concentration 
bactériostatique ». On obtient, de méme, des souches trés résis- 
lantes si on fait des passages successifs en bouillon contenant des 


concentrations constantes et minimes de. streptomycine (1/500 a 
1/1.000 de la-C. B.) [44]. . 

4° Dans les 3 cas précédents, les bactéries, pour donner nais- 
sance a des résistants, doivent se multiplier [46]. La ot elles sont 
restées en présence de streplomycine, sans se multiplier, bien que 
vivantes, elles sont restées sensibles [47]. Un autre moyen de faire 
apparaitre des résistants permet en méme temps d’analyser ce 
qui se passe. : 

Des bactéries sensibles (Ps. wruginosa R) sont mélangées en 
Suspension épaisse et non proliférante (1) avec de la streplomy 
cine (1.000 » par centimétre cube). On sait que, dans pene 


1) On obtient les mé@mes résultats. 
suspension dans du bouillon tres dilu 
mette en suspension dans de | 


que l’on mette les bactéries en 
é [44] ou qu’on les lave et les 
a solution salée physiologique 
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lions, la streptomycine se fixe sur les cellules et, par la, produit 
irréversiblement l’effet bactériostatique [43]. Mais elle modifie, 
en méme temps, les bactéries, de sorte que certaines deviennent 
resistantes [45]. En effet, lavées jusqu’a ce que toute trace d’anti- 
biotique non fixé ait disparu, ces bactéries, reslées encore sen- 
sibles a 0,1 y/em* & ce moment, deviennent résistantes lorsqu’on 
les cultive a 37° en bouillon pur. 

Mais ici, également, la résistance ne se manifeste qu’A mesure 
quelles se multiplient : elles sont inhibées par 0,1 y/cm’ aprés 
quatre et méme huit heures d’incubation, mais seulement par 
SO y/cm* aprés vingt-quatre heures, et par 312 y/em* aprés qua- 
rante-huit heures. Cette expérience permet ainsi de distinguer trois 
phases dans l’évolution vers la résistance. Dans la premiére, les 
bactéries fixent de la streptomycine. La deuxiéme est un temps de 
latence, ot la souche, bien qu’au début de sa multiplication, a 
conservé une sensibilité apparente ; cette phase couvre les pre- 
mieres heures (jusqu’a la huitiéme, au moins) de V incubation en 
bouillon. Enfin, dans la troisiéme phase, les bactéries, ou leurs 
descendants, manifestent les propriétés résistantes. On peut dire, 
si on admet que la résistance est induite, que les bactéries desti- 
nées a devenir insensibles, sont dans un état de résistance larvée 
pendant les deux premiéres phases ; celles-ci correspondent sans 
doute aux modifications métaboliques qui vont permettre aux 
germes de devenir indifférents a la streptomycine. 

Mettons en paralléle avec les 3 phases ci-dessus décrites les 
2 phases que nous avons distinguées dans l’action bactériosta- 
tique : une premiére, durant laquelle la streptomycine se fixe sur 
les bactéries, et une seconde, ot l’effet inhibiteur proprement dit 
se manifeste [13]. La premiére phase est identique dans les 2 cas. 

Lorsqu’on met des bactéries sensibles en contact avec la strepto- 
mycine, qu’on les lave et les ensemence en bouillon pur, leur 
évolution vers la résistance est trés curieuse. En effet, si on soumet 
périodiquement cette cullure 4 des isolements et qu’on teste la 
sensibilité des colonies a l’antibiotique, on observe les faits sui- 
vants. Toutes les colonies oblenues a partir de la culture de quatre 
ou huit heures 4 37° sont sensibles A 0,1 y par centimétre cube. 
Quand la culture est A4gée de un, deux ou trois jours, au contraire, 
elle est hétérogéne et fournit un mélange de colonies fort résis- 
tantes (non inhibées par 100 + par centimetre cube), moyennement 
résistantes (inhibées par 10 y par centimétre cube) et sensibles 
(inhibées par 0,1 a 1 y par centimétre cube) ; la proportion de ces 
colonies, au troisiéme jour, est respectivement de 10,4 et 6 sur 
20 colonies testées. Quand la culture vieillit davantage, au cin- 
quiéme jour, par exemple, toutes les colonies sont résistantes. A 
leur tour, les colonies sont homogénes, les colonies-filles de cha- 
cune ayant toutes la méme sensibilité [49]. 
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Cette constatation est remarquable : rien de pareil ne se pro- 
duit lorsqu’une souche devient résistante par culture en présence 
de streptomycine. Elle conduit, en outre, a disunguer entre Lia 
résistance d'une souche et la résistance des germes qui la com- 
posent. ; Ay 

L’acquisition de la résistance par des bactéries non prolitc- 
rantes, niée par Klein et Kimmelman [7), est done possible, mais 
elle est larvée et ne se manifeste qu’aprés un temps de latence au 
cours duquel les cellules se multiplient. Elle est conslante pour 
la souche de Ps. xruginosa R, mais ne se produit pas dans le cas 
d’Esch. coli 9S, par exemple. 


* 
** 


Deux théories cherchent a rendre compte de Vorigine de Ji 
résistance a la streptomycine. Selon l’une (sélection de résistants 
spontanés), des individus résistants existent naturellement dans 
toute souche sensible ; lorsqu’on introduit Vantibiolique dans le 
milieu de culture, seuls ceux-ci se multiplient et constituent Ja 
population nouvelle. La résistance est done indépendante du 
contact avee la streptomycine. Selon d’autres théories, au con- 
traire, c’est ce contact qui modifie les germes et les rend active- 
ment résistants. Il y aurait done induction ; Vinduction peut se 
faire par adaptation progressive ou par mutation brusque. 

L’étude de lorigine de la résistance est difficile. En effet, on 
ne peut distinguer les résistants des sensibles que par l’épreuve 
de la croissance en présence de streptomycine. Les germes résis- 
tants qu’on croit avoir ainsi « sélectionnés » ont, en réalité, subi 
Vinfluence de Vantibiolique, et on pourrait prétendre que leurs 
qualités ont été acquises grace a cette influence. Des observations 
sur des souches dérivées de cellules uniques, isolées par microma- 
nipulation, sont désirables, mais ne résoudront sans doute pas 
cette difficulté. 

C'est la théorie de la sélection quia le plus d’adeptes [4, 2, 6, 7. 
28]. Son argument principal est que, si on ensemence un nombre 
suffisamment grand de bactéries sur un milieu contenant une 
lorte concentration de streptomycine, des colonies résistantes se 
développent. Les germes spontanément résistants sont rares, en 
effet, et d autant plus rares qu’on considére une concentration 
plus élevée d’antibiotique. Or, l’expérience est passible dune ecri- 
tique : l'emploi d’une grande masse de bactéries peut s’accom- 
pagner d’un effet antagoniste de action baclérioslatique, par- 
mettant a certains germes de se multiplier. vay 

Pour démontrer cet effet, on prépare une suspension épaisse de 
hactéries. On Ja divise en deux parties, dont l’une est stérilisée 
par chauffage a 56° ou ‘i 62°. On introduit environ 5 x 10* germes 
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\ivants dans des tubes contenant 1 cm® de bouillon et de la strep- 
lomycine en concentration croissante (série A); on ensemence 
de méme une série de tubes toule identique, sauf que chaque tube 
contient, en outre, 10° a 10° germes tués (série B). Il faut quatre 
a huit fois plus de streptomycine dans la série B que dans la 
série A pour inhiber la multiplication. L’influence antagoniste 
des bactéries chauffées n’est pas spécifique, elle s’exerce aussi 
sur des bactéries d'autres espéces. Elle est indépendante de la 
concentration de streptomycine a laquelle les bactéries sont sen- 
sibles [40, 42, 17]. Elle permet aux bactéries qui se sont multi- 
pliées en présence de concentration de streptomycine normalement 
bactériostauque, d’acquérir une certaine résistance [418]. 

Il est probable que l’influence antagoniste est plus forte Jors- 
quelle est exercée par des suspensions bactériennes non altérées 
par la chaleur. Elle peut intervenir lorsqu’on ensemence une 
eélose de fagon massive : elle permet & quelques individus de se 
multipher, et leur descendance devient résistante. Ce n’est la, bien 
entendu, qu'une hypothese. 

Toutes les souches ne sont pas douées de Vl influence gntago- 
niste. Welsch [28] a montré qu'un staphylocoque dépourvu de 
cette propriété, donnait quelques colonies résistantes sur une 
gélose addilionnée de streptomycine et ensemencée d’un grand 
nombre de germes. 

Il y a d’ailleurs peu de doute que Ja sélection intervienne : des 
mutants spontanément résistants existent probablement. Mais ils 
sont trés rares, peut-étre plus qu’on ne l’admet. Ainsi, si de rares 
germes spontanément résistants au sein d’une population sensible 
étaient 4 lorigine de la résistance acquise par la souche, il fau- 
drait qu’en ensemencant abondamment du bouillon contenant de 
la streptomycine, on vit facilement se manifester les résistants. 
Or, il n’en est rien si l’on prend la précaution de proportionner 
le volume du bouillon au nombre des bactéries, de facon a main- 
tenir constante la concentration de celles-ci dans les différents 
mélanges [14]. 

La sélection n’explique pas tous les faits, et certains s’expli- 
quent bien mieux par une induction. Voici ces faits : 

1° On a vu que, lorsque des bactéries se multiplient dans un 
milieu de culture additionné de streplomycine et oti elles ont été 
inhibées pendant un ou plusieurs jours, elles sont fort résistantes. 
Pourquoi ce retard au développement microbien ? Les germes 
résistants se multiplient-ils plus lentement que les germes sen- 
sibles ? I] n’en est rien, comme Je montre le cas typique sui- 
vant : 

La souche sensible d’Esch. colt 25 (1C* germes par centimetre 
cube) est inhibée en bouillon 4 37°, par 0,25 y de streptomycine 
par centimetre cube (vingt-quatrieéme heure). Mais, le quatri¢éme 
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jour, le bouillon contenant 2 y par centimetre cube se trouble, ci 
le variant résistant ainsi obtenu n’est inhibé que par 12,5 y par 
centimetre cube. On étudie le rythme de multiplication des 
variants sensibles et résistants en bouillon pur ou contenant de 
la streptomycine (deux concentrations : 1/16 de la concentration 
bactériostatique, et 2 y par centimétre cube). Les résultats qui 
figurent au tableau ne permettent pas d’attribuer le retard a 
apparition des germes résistants & une multiplication plus lente. 
Si un seul germe capable de se multiplier malgré la présence de 
2 » de streptomycine par centimetre cube avait existé dans la 
population initiale, le bouillon eat été trouble le lendemain. 


T\pteau. — Cultures des variants sensibles et résistants d’fsch. col, 
+S en bouillon pur ou additionné de streptomycine. Nombre de 
bactéries par centimétre cube. 


VARIANT SENSIBLE VARIANT RESISTANT 
MOMENT & N 6 n ; a 2 n 
ae | ¢ Bre o 
des numérations g x SS i I S i & 5 I 
s ate eo ES Se es 
| 5 & a. zs ffi ‘col LS 
2 Cais 2 So ee 
Neer ete Pec a0e 2X 10? 2 AAA Ale cai)? A S10? 4x 102 
2 heures. HIB ee HA Bie iit) ot Oealie o OCCLUs Sea itl. ALO 
4 heures. no 40? , Kes 8 A Dix LOM 2S si0F Tt eae Zoe de 
6 heures. 2a aais 4X 10 AS STOR Oe Hie 5 5c 408 60 
8 heures. . .| 4 x 410° pe, ie ht 2 LOR a Oo Oe ib Salih 4 >< 108 
24 heures. 4X 10° Bea Osea oe aD Ee) Oe De Ce AA)” 4K AD" 


Le retard est donc di a une autre cause : le germe résistant 
nexistait pas au départ, il est né au cours de lincubation. Il faut 
admettre que les bactéries se sont transformées et que cette 
lransformation a demandé du temps. Nous n’avons aucune con- 
naissance sur la nature de la transformation. 

2° Miller et Bohnhoff |24) ont, les premiers, décrit des variants 
bactériens que Paine et Finland {23] ont justement dénommés 
dépendants. Ces variants, obtenus par culture de germes sensibles 
sur milieu additionné de streptomycine, non sculement sont iieétit 
sibles 4 action bactériostatique de celle-ci, mais encore ne se 
multiplient pas, ou se multiplient mal sur milieux qui én sont 
Hubert Bien que Miller et Bohnhoff admettent, ici encore, que 
Po ran diseas aa Beloction, peul-on partager leur 
aah probable que, spontanément, des méningocoques, 
par exemple, existent qui soient adaplés a une cirobristanen aussi 
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fortuite el aussi peu naturelle que l’introduction de la streplomy- 
cine dans leur métabolisme, cette adaptation étant si stricle que, 
sans la streptomycine, ils ne peuvent se multiplier ? Ne doit-on 
pas conclure, plutdt, qu'il s’agit ici d’un cas remarquable d’induc- 
tion ? Paine et Finland [23], a ailleurs adeptes de la théorie de la 
sélection, posent pourtant la question : les dépendants n’ont-ils 
pas remplacé un métabolite essentiel par une fraction de la molé- 
cule de la streptomycine ? 

° L’acquisition de la résistance par passages répélés dans des 
milieux de culture additionnés de streptomycine a des concentra- 
tions sub-bactériostatiques et constantes, a déja été mentionnée 
25, 10]. Des concentrations aussi minimes que 1/500 ou 1/1.000 
de la C. B. suffisent. Dés le premier passage elles font dispa- 
raitre uniquement des individus les plus sensibles et, par sélec- 
tion, ne peuvent que diminuer la sensibilité de la souche de fagon 
impexceptible. Il n’y a aucun motif pour que celle-ci diminue 
davantage lors des passages suivants, mi quelle atteigne les 
niveaux étonnants qu’on observe. Or, la résistance acquise est 
sans proportion avec la concentration de streptomycine utilisée 
dans les passages : la C. B. passe, par exemple, de 0,78 4 500 y 
par centimétre cube pour Ps. xruginosa R en bouillon additionné 
de 0,001 y de streptomycine par centimétre cube, et, aprés de nou- 
veaux pasages, a 10.000 + par centimétre cube et plus. La sélec- 
tion ne peut expliquer cela. 

Il est indifférent, a chaque passage, d’ensemencer un grand 
(10* a 10°) ou petit (10*) nombre de bactéries. Le grand nombre 
ne favorise donc pas l’apparition de cette résistarice, comme ce 
serait le cas si la sélection jouait. Le degré de résistance obtenu 
est trés inégal et la résistance est atteinte de facon inégalement 
rapide [20)}. 

‘Il est probable qu’on a affaire, dans ces cas, 4 une résistance 
par mutation induite. Méme des partisans de la théorie de la sélec- 
tion, comme Yegian et Vanderlinde [29] admettent dans des obser- 
vations analogues, que la sélection des résistants « facilite peut- 
étre la production de formes plus résistantes encore par miuta- 
tion ». 

4° Au lieu de faire des passages en série, on peut méler une 
suspension épaisse de bactéries en bouillon (environ 10'° germes 
par centimétre cube) avec de la streptomycine, porter le mélange 
a 37° et déterminer périodiquement la sensibilité. Aussitot que la 
multiplication des microbes est suffisante (huit heures), des résis- 
tants apparaissent [46]. 

On peut voir la un résultat de Ja sélection, si la streptomycine 
a été utilisée en concentration relativement élevée (10 y par cen- 
timétre cube), mais l’influence de la sélection est exclue lorsqu’on 
mélange, 4 la suspension microbienne épaisse en bouillon, l’anti- 
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biolique en concentralion minime, par exemple moins de 1/500 de 
la C. B. Or, dans une pareille expérience également, la culture 
devient résistante [416]. , 

5° Apres un contact passager et bref avec la streptomycine, une 
bactérie sensible (Ps. wruginosa KR) ensemencée en bouillon sans 
antibiotique donne naissance & une culture résistante [45]. On a 
vu que cette expérience offre deux caracteres remarquables. 

a) C’est en bouillon pur, sans streptomycine, que la résistance 
apparait. La sélection, si sélection il y a, n’intervient done pas 
pendant V’incubation en bouillon, mais auparavant, lors du con- 
tact. des bactéries avec |’antibiotique. Cependant, il n’y a pas 
d’effet bactéricide appréciable : aux erreurs d’expérience prés, la 
numération montre le méme nombre de germes dans la suspen- 
sion avant et aprés traitement par Ja streplomycine. Voyons si !es 
sensibles ont seulement été paralysés. 

b) Un temps de latence est nécesaire pour que les résistants se 
manifestent. Des tests de sensibilité montrent, en effet, que la cul- 
lure est restée sensible aprés quatre et huit heures d’incubation a 
37°, et quelle est devenue résistante aprés vingt-quatre heures. 
Or, si Ps. xruginosa R ne s'est encore que peu ou pas multiphé 
apres quatre heures (environ une fois et demie), il s’est fort 
mulliphé & la huitiéme heure (environ 100 fois). Cependant, la 
cullure est restée sensible. Si la sélection avait agi, en paralysant 
les germes sensibles, la culture eut dQ donner une avance consi- 
dérable aux résistants dont le rythme de multiplication, on le sait, 
est presque aussi rapide que celui des sensibles. C’est le contraire, 
cependant, qu’on constate : seuls les sensibles se sont multipliés, 
les résistants sont inapparents pendant les huit premiéres heures. 
Il faut done conclure qu’ils naissent aux dépens de germes appa- 
remment sensibles aprés un long travail de réorganisation des 
cellules. Bien plus, ou bien les sensibles cessent, A un certain 
moment, de vivre, ou bien de nouvelles cellules, trés tardivement, 
se transforment en résistantes : on sait qu’entre le troisi¢éme et 
le cinquiéme jour, les sensibles semblent parfois avoir complé- 
lement disparu [40]. 

La simple co-existence entre sensibles et résistants dans les 
premiers jours d’incubation, prouve que les conditions ne sont 
pas défavorables & la multiplication des premiers, 

_Par quel processus la streptomycine induit-elle la résistance ? 
Y a-t-il une adaptation progressive et continue (cyloplasmique, 
selon Hinshelwood [4}) ou des mutations induites, brusques ? Des 
considérations développées ailleurs [20] montrent que lVadaptation 
continue et la mutation interviennent ensemble : 


: dans les expé- 
riences ot des bactéries sont soumises 


er Na i des passages successils 
en bouillon additionné, de traces de Vantibiotique, la résistance 
augmente réguhérement pendant quelques passages, puis une 
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mutation brusque la porte a un niveau tres élevé, et la progression 
réguliere et plus lente reprend ensuile. 

De ce qui précéde, on semble autorisé a conclure que la résis- 
tance acquise a la streptomycine n'est pas toujours due a la sélec- 
tion de mutants spontanés dans une souche sensible, mais que [ré- 
quemment elle est provoquée, induite, activement par l’antibio- 
tique. 


RESUME 


1° Les conditions dans lesquelles une souche bactérienne sen- 
sible devient résistante 4 la streptomycine sont décrites. La mul- 
tiplication est nécessaire pour que la résistance se manifeste. 

2° Par contact passager d’une suspension non proliférante avec 
Vantibiotique, et culture ultérieure en bouillon pur, on peut dis- 
tinguer trois phases dans l’acquisilion de la résistance : fixation 
de la streptomycine, temps de latence, manifestation de la résis- 
tance. 

3° La théorie altribuant l’origine de la résistance d’une souche 
a la sélection de mutants résistants spontanés, n’explique pas tous 
les faits observés, qui, au contraire, s’expliquent par une induc- 
lion active. Ces faits sont surtout : apparition tardive de résis- 
tants dans une culture inhibée pendant un ou plusieurs jours ; 
Yexistence des variants « dépendants » ; la résistance acquise par 
pasages répétés dans des milieux nutritifs contenant des concen- 
trations minimes et constantes de streptomycine ; celle acquise 
par une seule culture en présence de concentrations faibles ; celle 
acquise par contact passager de cellules non proliférantes avec 
Vantibiotique et culture en bouillon pur, ot elle ne se manifeste 
que tardivement et ot! les conditions, loin d’étre sélectives, per- 
mettent la multiplication des germes restés sensibles. Dans ce 
dernier cas, les microbes sensibles semblent se transformer pro- 
eressivement en résistants. 

4° La résistance apparait et croit, ou bien progressivement, ou 
bien par mutation brusque, ou bien des deux facons 4 la fois. 
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LE MECANISME ENZYMATIQUE 
DE LA REACTION DE DESAMINATION COUPLEE 
CHEZ LES BACTERIES AX\AEROBIES STRICTES 
DU GROUPE CL. SPOROGENES 


par B. NISMAN et G. VINET. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies. 
[Annexe de Garches].) 


La désamination couplée entre acides aminés donateurs et 
accepteurs d’H, observée par Stickland [4] est la principale réac- 
tion chimique par laquelle Cl. sporogenes tire |’énergie nécessaire 
a la croissance lorsqu’il se développe dans un milieu ne contenant 
que des acides aminés comme source de carbone et d’azote. Dans 
le cas de V’alanine et de la glycine, cette réaction peut s’inscrire 
globalement : 


1. CH,CH — NH,COOH + 2 CH,NH,COOH + 2 H,0 —> 3 NH, 
+3 CH;COOH + CO, 


Stickland a admis que la réaction 1 est la somme des réactions 
suivantes : 
a) CH,CHNH,COOH + H,O -> NH, + CH, — COCOOH + 2H 


b) CH, COCOOH + H,0 —> CH,COOH 4 CO, + 2H 
c) 4H+ + 2 CH,NH, COOH —> 2 CH,COOH + 2 NH, 


Toutefois ce schéma restait hypothétique car l’acide g-cétonique 
supposé n’avait pu étre mis en évidence. 

Nous avons montré dans un travail récent [2, 3, 4] que, contrai- 
rement a ce qui était admis [6] jusqu’a présent, Cl. sporogenes 
peut utiliser O, comme accepteur de H, dans |’oxydation de cer- 
tains acides aminés et qu’un nombre important de bactéries anaé- 
robies_ strictes présentent la méme propriété. Dans le méme 
travail [2, 3] nous avons caractérisé les acides a-cétoniques qui 
se forment en aérobiose a partir des substrats suivants : alanine, 
valine, leucine, isoleucine, norleucine, phénylalanine, méthionine, 
sérine, thréonine et cystéine. Seuls les acides g-cétoniques corres- 
pondant a la valine, la leucine, la norleucine [2], l’isoleucine, la 
phénylalanine [5] et la méthionine ont pu étre isolés, Les autres 
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se trouvant en trop petite quantité, leur isolement n'a pas été 
poursulvi. : 

Dans le présent travail, nous fondant sur la nature de Vinhi- 
bition de la désamination couplée par l’arsénite de Na, nous 
avons pensé que le mécanisme de cette réaction pouvait étre 
expliqué si l’on admettait qu’elle est effectuée par deux enzymes : 

1° Une déshydrogénase du type l-amino-acide oxydase ; 

2° Une amino-acide réductase. 

Si l'on considére en outre qu’il se forme des acides volatils 
comme produits finaux de cette réaction, cette derniére implique 
existence d’un troisiéme enzyme, une déshydrogénase des acides 
a-céloniques. 

La caractérisation des acides g-céloniques comme intermédiaires 
de l’oxydation des acides aminés, des acides volatils formés au 
cours de la réaction {2] et étude du rapport O, consommé-NH, 
dégagé permet de rendre compte du mécanisme des réactions qui 
ont leu en aérobiose et en anaérobiose. 

L’objet du présent travail est done : 

1° L’étude de l’inhibition par l’arsénite de Na de la désamina- 
tion couplée. 

2° L’étude de la compétition en aérobiose entre les accepteurs 
« physiologiques » de TH, et l’oxygene. 


Murnopes ET TECHNIQUES. 


PREPARATION DES SUSPENSIONS CELLULAIRES. — Des cultures de 
Cl. sporogenes (GO1) sur bouillon de coeur ou VI non glucose, 
agées de quatorze-seize heures, sont centrifugées. Le culot bacté- 
rien est lavé trois fois & l’eau physiologique stérile a 0° et les 
corps microbiens sont finalement suspendus dans du tampon 
borate 0,04 M, pH = 7,8. La densité des suspensions est exprimée 
en milligramme d’N bactérien par millilitre de suspension. Les 
suspensions préparées de cette maniére présentent une activité 
plus grande que les suspensions bactériennes préparées selon la 
technique exposée précédemment [2, 3]. Notons également que les 
bactéries sans substrat consomment moins d’O, ‘dans ces condi- 
lions. Ceci peut étre expliqué en admettant que les lavages enle- 
vent une grande partie des métabolites intracellulaires qui sont 
probablement la cause de la respiration des témoins. 

Acides aminés. — Les acides aminés utilisés sont des produits 
Hoffmann-La Roche. Les acides aminés racémiques ont été 
employés ala concentration double de celle des isomeéres naturels 

DAT.P. utilisé est un produit « Schwartz Taboratories » 
(U.S.A.). 

Les mesures” a@’O, et de H, absorbés ont été effectuées dans 
Pappareil de Warburg. Apres la réaction le contenu des eupules 
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est déprotéinisé par CCl,COOH (concentration finale 4 p. 100) et 
des échantillons sont prélevés pour le dosage de NH, et de 
RCO — COOH. 

NH, a été dosé par la méthode de Raynaud [7] modifiée en 
micro-méthode par utilisation de réactifs N/100. 

Les acides a-cétoniques ont été dosés par la méthode de Clift et 
Cook [8], compte tenu des micro-adaptations et des coefficients 
de récupération apportés 4 cette derniére par Blanchard, Green, 
Nocito et Ratner [9]. 

L’acétylphosphate a été dosé par la méthode de Lipmann et 
Tuttle [40]. 


R&ESULTATS. 


AnarRoBIOsE. — Inhibition de la réaction de désamination cou- 
plée par larsénite. 

La désamination simultanée de l’alanine et de la glycine, qui 
s’effectue sous l’influence des suspensions de Cl. sporogenes, ov 
Valanine est oxydée et la glycine réduite, est inhibée par l’arsé- 
nile de Na comme il ressort du tableau I : 


TasLeau 1. Inhibition de la réaction de désamination couplée par l’arsénite. 


A: 100 u moles de substrat donateur d’H, + 200 u moles de substrat accep- 
teur d’H, + 1 ml. de suspension (5 mg. N). 

B: Identique a A, + arsénite de Na concentration finale M/1.000. 

C : Comme A sans accepteur. 

D : Comme A sans donateur. 

E : Sans substrat. 


Le volume est complété partout 4 6 ml. avec du tampon borate 0,04M, 
pH- 7,3. Les mélanges réactionnels sont agités sous vide a 37° pendant 120 
minutes. Des échantillons sont prélevés aprés défécation par CC],cCOOH pour 
doser NA. et RCOCOOH. NH, et RCOCOOH provenant de l’autolyse bactérienne 
ont été déduits. 


Résultats exprimés en ». moles. 


Ny RCOCOOH 
Non corrigé (1) Corrigé 
A: Alanine + glycine. ..... 298 278 0 
Leucine + glycine. ..... 292 272 0 
B : Alanine + glycine + arsénite. 27 7 0 
Leucine + glycine + arsénite. 24 4 0) 
Gay CAVA IN Gacyee) eben. ists Se Pe 38 18 0 
IEGYe TGA oo Pe obo eft 33 43 0 
DiraGly cinerea mace. cen 2 68 48 0 
Beem OimMpo eae) meleswer Atle! 20 0 0 


(1) Les valeurs non corrigées représentent NH, total, dosé. Les valeurs corrigées s'ob- 
tiennent par la déduction du témoin sans substrat. 


x IS EP STEELE IEE IDEDE EDEL LL LDAP ELL DLE LCD! AL ELLE NLL LEAL ALLY E BEADLE LE EI 
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Il apparait d’aprés ce tableau que : a) le donateur, ainsi que 
Vaceepteur d’H, sont légérement attaqueés individuellement ; 

b) En l’absence d’arsénite la désamimation couplée est totale en 
cent vingt minules ; ; 

c) L’arsénite de Na M/1.000 inhibe a 100 p. 100 la réaction : 

d) On ne décéle pas en anaérobiose les acides g-céloniques cor- 
respondant aux acides aminés donateurs de H,. 

L’inhibition par Varsénite de cette réaction fut d’abord obseryee 
par Stickland [4]. Kocholaty et Hoogerheide [44], par contre, 
pensent que les résultats de Stickland sont inexacts car Valanine- 
déshydrogénase n’est pas inhibée par Varsénite de Na. Nous 
allons voir que les résultats de ces auteurs sont exacts. Seules 
les interprétations different. 


ACTION DE L’ARSENITE SUR LA DEGRADATION DES ACIDES AMINES 
DONATEURS OU ACCEPTEURS D’H,. 


L’oxydation ou la réduction des acides aminés individuels a cié 
étudiée dans le vide en présence de colorants d’oxydo-réduction. 
Pour Ja désamination de Valanine nous avons employé le bleu 
de méthyléne (E’, = + 0,011 V). Le tableau II résume les résul- 
tals obtenus par cette technique. 


TABLEAU II. 


A: 50» moles d’alanine + B de M en concentration finale M/150 +4 ml. 
de suspension (N = 5,26 mg.). 

B: Id. + arsénite de Na (concentration finale M/4 000). 

C : B mais sans B de M. 

On complete le volume 4 15 ml. par du tampon borate 0,04 M pli 7,%. Le 
mélange est agité 4 37° jusqu’a compléte décoloration du B de M. En fin de 
réaction on effectue des dosages de Nil, et RCOCOOH sur des échantillons. Les 
resultats sont exprimés en u moles. NH, des témoins a été déduit. 


NH, TEMPS 
apparu de décoloration 
} Wahraars oae e ete Pek rier ee ere yk, PP enter i 30! 
Bi? ie Faken a ead ae ee thee 3 ee pate}! 30! 


On voit que Varsénite de Na n’a pas d'action sur la déshydro- 
génation et Ja désamination consécutive du substrat. | 

L'inhibition, par larsénite, de la réaction globale de désami- 
nation couplée ne peut pas s’expliquer de cette acon, On peut 
supposer, en revanche, que l’arsénite inhibe la réduction de 
l’acide aminé donateur, C’est ce que nous avons cherché a vérifier 
en étudiant par Ja méthode de Thunberg Ja recoloration du leueo- 
petty la phénosafranine en présence ou en absence d’arsénile 
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Tasteau Ill (Thunberg). — Recoloration de la leucophénosafranine 
par la proline et la glycine en présence d’arsénite. 


A : 50 » moles de substrat + 1 ml. de suspension bactérienne (= 5,26 mg. N) 
+ phénosafranine M/1.000 de concentration finale. 

B: Id. + arsénite M/1.000 de concentration finale. Le volume est complété 
& 5 ml. avec du tampon borate 0,04 M pH 7,3. 

++ : La glycine ou la proline est ajoutée lorsque le colorant est entitrement 
transformé en leucodérivé. 


TEMPS 


SHES AS de recoloration 
GIy Cin@ amet euye es ai rere: oy Be dice rinsed -+ Seen el Oh 
PY OU CG Sime nr ee eee ere OE Ee ak Tn ce eee POI) 
GIvcine=}-OTSCUllcy mem entre Fc ce eS ee terete) 
Proline-- arsenites: =. 2. - yA RUS NLS LANES Tee A BEI Die 


On constate, d’aprés le tableau III, que la phénosafranine qui 
se décolore presque instantanément au contact des suspensions 
pactériennes est réoxydée par lVacide aminé accepteur. 

La réoxydation par la glycine ou la proline est totale en 
trente minutes. La recoloration n’a pas lieu en présence d’arsé- 
nite. C’est done l’enzyme réduisant Vacide aminé accepteur qui 
est inhibé par l’arsénite. 

Dans les conditions physiologiques, les deux systemes enzyma- 
tiques étant complémentaires, on concoit trés bren qu’en présence 
de l’inhibiteur qui empéche l’acide aminé accepteur de jouer son 
role, on inhibe complétement la réaction de désamination couplée. 


AEROBIOSE 


COMPETITION ENTRE ACIDES AMINES ET OXYGENE. — Les acides 
aminés donateurs d’hydrogéne, qui sont activés par les suspensions 
de Cl. sporogenes en anaérobiose, consomment de l’oxygéne en 
présence des suspensions de cetle méme bactérie en aérobiose. 
Le rapport O,/NH, pour les substrats suivants : alanine, valine, 
leucine, isoleucine, norleucine est trés proche de 1. Nous avons 
écarté précédemment [2] l’éventualité de la formation de H,0, 
au cours de ]’oxydation des amino-acides parce que les tests de 
caractérisation de ce produit sont négatifs. Nous avons proposé 
le schéma suivant pour rendre compte de Ja dégradation de ces 
substrats : 

Déshydrogénase de type Lamino-acide oxydase : 


= ORE: + H,0 
A. RCHNH,COOH ————-> RC — COOH ————> RCOCOOH + NH; 
I 
NH 
+ Enzyme —> Enzyme H, + 1/2 0, —> Enzyme + H,0 


120 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 
Déshydrogénase des acides g-cétoniques : 


+ H,0 
B. RCOCOUR———> RCOOH + CO, + 2H+ 
— 2H+ + Enzyme —> Kazyme Ho + 41/2 Og —> Hg0 + Enzyme 


Les enzymes impliqués dans l’oxydation des acides aminés 
seraient done : 

1° Une déshydrogénase du type amino-acide oxydase ; 

2° Une déshydrogénase des acides g-cétoniques ayant des simi- 
litudes avec la pyruvate-déshydrogénase de Lact. delbruectit 
décrite par Lipmann [42]. 

I] était intéressant de voir si un accepleur acide aminé pourrait 
fonclionner simullanément avec O, et si, dans ces conditions, la 
consommation d’O, se trouverait modifiée. Une série d’expé- 
riences effectuées avec les couples suivants d’acides aminés dona- 
teurs et accepteurs de H, : 


Alanine + glycine 
Leucine + glycine 


ml Oo aga 


4,000; 


i emeel C = c. 2S aad 1 
20 40 60 80 1/00 /20 740 160° 
TEMPS EN MINUTES 


a A - Compétition pour Vhydrogéne entre 0, et la glycine. A: 50 » moles 
! og nt " : ml. de suspension (N == 4,76 mg.); B: 30 v moles (lt —\ 
eucine mI. de suspension bactérienne + 400 ine. | 

an si¢ : - » moles glycine. (Les courhes 
representent la consommation d’O, corrigée. : ey; 


REACTION DE DESAMINATION COUPLEE 424 


montrent que la consommation d’oxygéne baisse d’environ 40 
a 45 p. 100, cependant que l’ammoniaque dégagé augmente en 
conséquence. Les résullats sont consignés dans le tableau suivant 
et dans les figures 1 et 2. 


Tasteau IV. — Compétition pour l’hydrogéne entre O, et la glycine: 

Chaque cupule contient le substrat dans du tampon boraté 0,04 M pH 7,3 
+ 1 mJ. de suspension bactérienne (N = 4,76 mg.). Volume total : 3 ml. Dans 
la partie centrale 0,2 ml. de KOH a 10 p. 100. Durée de l’expérience : 120 mi- 
nutes. Température : 37°. Phase gazeuse : air. NH;0, et RCOCUOH exprimés en 
u moles. 


[=| 
QUANTITE O, Nil, me g = 
S) ESES 
de substrat = As 8S 
u moles Pe eei corrigé eit corrigé = z “s % 
t=) to} oO 
ALAMING 00. ek, 53 47 67 54 0,7 
Alanine 50. ¥ 
re 35 29 98 85 1,0 34 
Glycine 100 
| 
Leucine 50. | 54 48 65 52 AS 
CUCINEG Un ts a 
of 33,2 27,2 | 41084 93,4 2,2 hh 
Glycine 100 \ 
SGT) UE eet cp eae = 6,0 13 
Glyeme= 1007-9. 6,0 13 


En aérobiose donc, comme en anaérobiose, la glycine peut étre 
activée en accepteur de H,, la réaction étant plus intense dans le 
second cas, oti ’hydrogéne dégagé ne peut pas étre dévié sur un 
autre accepteur. A lair, en absence d’une source de H, (glycine 
seule) il n’y a pas de dégradation de l’acide aminé accepteur. 

La réduction de la glycine peut s’écrire : 


2H+ + CH,NH,COOH —> CH,COOI + NH, 


En outre, les observations résumées dans le tableau LV 
confirment le schéma proposé pour la dégradation des acides 
aminés donateurs d’hydrogéne ot nous avons admis le départ de 
4 atomes d’hydrogéne par molécule d’acide aminé, dont une 
partie sert a réduire la glycine, le restant pouvant étre accepté 
par loxygéne. 
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Le tableau -V et la figure 2 exposent certains de nos résultats 
concernant des couples d’acides aminés : 


Alanine + proline 
Valine + proline. 


Mol. O 
ml O2 i RRO OGM LLANES 


1000 


800 
Ay 
GOO 
Mat gS ed eB 
400 
/ yauing s PRO ING. —— By 
200 


20 40 60 80 /00 /20 /40 
TEMPS EN MINUTES 


Fic. 2. — Compétition pour l'hydrogéne entre O, et la glycine ou la proline. 
A: 50 u moles de (/ +) alanine + 1 ml. de suspension bactérienne (4,76 mg. N) ; 
A,: 50 » moles de (/ +-) alanine + 4 ml. de suspension bactérienne + 100 » moles 
glycine ; Aj: 50 u moles de (/ +) alanine +1 ml. de suspension bactérienne 
(5,38 mg. N) + 100 w moles proline; B: 50 » moles de (f+) valine +4 ml. de 
suspension bactérienne ; B,: 50 » moles (/ +-) valine + 4 ml. susp. (5,3 mg. N); 


+100 uy moles /-proline. (Les courbes représentent la consommation d’'O. 
corrigée). 


Dans ce cas aussi on constale une forte diminution de loxy- 


gene consommé dépassant celle qu’on remarque lorsqu’on utilise 
la glycine comme accepteur de H,. 

Ces fails peuvent s‘interpréter en admettant que la rédue- 
lion de la proline est plus 


rapide que la réduetion de 
glycine. 


Ja 
I] ressort toujours du méme tableau que le taux de INI 
dégagé est identique en présence comme en absence de proline 
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Tasteau V. — Compétition entre la proline et ’oxygéne 
pour l’hydrogéne dégagé. 


Chaque cupule contient le substrat dans du tampon boraté 0,04 M pH 7,3 
+1 ml. de suspension bactérienne (N=5,3 mg.). Volume total : 3 ml. Dans Ja 
partie centrale 0,2 ml. KOH a 40 p. 100 + papier flltre. Durée de l’expérience 
420 minutes. Température : 37°. Phase gazeuze: air. NH3, 0, et RCOCOOH 
exprimés en micromoles. 


OR A SEE RR OS SR SER SA ESR RE BE SE EEA 


QUANTITE OXYGENE NH INHIBITION 
de substrat e100 
Rare non ae non ates. Consommation 
' corrigé corrigé 8 de O, 
50 alanine... 53 47 65,4 be 2 
50 alanine . © . 
ut f 29 WWio3 60,4 49,4 54 
100 proline 
50) valinem 0. 51,4 45,4 66 54,8 
S0tyaline<s. 7. 
sie 20 14 53,8 42,8 67 
100 proline . 
AQ0 prolineése ss. 6 0 14 0 
Aifaraybae yy 6 0 14,2 0 


ce qui est conforme au mode de la dégradation de la proline 


Ch, —— CH, 


| | 
CHy CH — COOH + 2H+ —> NH, — CH, — CH, — CH, — CH, — COOH 
SX 


ee 
Nos 
N 


celle-ci étant réduite en acide ¢-amino-valérianique [4], mais non 
désaminée. 

Nous dirons en résumé qu’a l’air les acides aminés accepteurs 
d’hydrogéne sont en compétition avec l’oxygéne pour |’hydrogéne 
provenant de la déshydrogénation du substrat. En présence des 
premiers, en aérobiose, deux réactions enzymatiques se pour- 
suivent a des vitesses différentes suivant l’acide aminé accepteur 
utilisé. 


ELIMINATION DE L’ACCEPTEUR PHYSIOLOGIQUE EN AEROBIOSE 
PAR L ARSENITE DE Na. 


Nous avons relaté antérieurement que l’arsénite de Na n’inhibe 
pas les enzymes responsables de l’oxydation des acides aminés 
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en aérobiose. Or, comme cet inhibiteur inactive enzyme qui 
réduit les acides aminés accepteurs en anaérobiose, nous avons 
été amenés A verifier que cette action pouvait également se mani- 
fester en présence d’oxygéne. Nous avons done étudié la consom- 
mation d’O, en présence du systéme suivant : 


Alanine + proline + arsénite de Na. 


Les résultats sont rapporlés dans le tableau VI et la figure 3. 


a eS ee 
020 40 60 80 700 720 740 
TEMPS EN MINUTES 
Fic. 3. — Elimination de l'accepteur physiologique en aérobiose par l'arsénite 


de Na. A: 50 » moles alanine + 4 ml. de suspension (5,48 mg. N); Ay: 50 u 
moles alanine +41 ml. de suspension (5,48 mg. N) + arsénite M/1 000 de 
concentration finale ; Aj: 50 » moles alanine + 1 ml. de suspension (5,48 mg 
N) + arsénite M/1.000 de concentration finale +100 vu moles (i-proline) ; As: 
50 » moles alanine +100 4 moles proline +1 ml, de suspension bacté- 
rienne. (Les courbes représentent la consommation d’O, corrigée.) 


‘Il apparait d’aprés ces résultats que la présence d’arsé- 
nite M/1.000 (méme concentration que dans le vide) sulfit eu : 
inhiber totalement la réduction de la proline et qu’il ne rest t | i 
dans ces conditions que Voxygene r ah dno 


rene, 


comme accepteur d’hydro- 
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C’est pourquoi la consommation d’O, avec le systeme ala- 
nine + proline + arsénite a la méme valeur que pour le systéme 
alanine + arsénite. L’inhibiteur agit done de la méme manicére 
en aérobiose et en anaérobiose. 


Le RAPPORT g-CETO-ACIDE/AMMONIAQUE. — Les produits essen- 
tiels qui se forment en aérobiose sont des acides volatils [2] qui 
proviennent de la décarboxylation des acides g-cétoniques. Néan- 
moins le dosage par le bisulfite permet de déceler de petites quan- 
tités de ces derniers comme intermédiaires de l’oxydation des 
acides aminés (voir tableaux IV, V et VI). 


TaplEAu VI. — Action de larsénite de Na sur la consommation d’0, 
du couple alanine + proline. 


Chaque cupule contient le substrat dans du tampon boraté 0,04 M pH 7,3 
+4 ml. suspension bactérienne (N=5,48 mg.). Volume total : 3 ml. Dans la 
partie centrale, 0,2 ml. de KOH & 40 p. 100 + papier filtre. Inhibiteur a la 
concentration finale M/4.000. Température : 37°. Phase gazeuse : air. Durée de 
Vexpérience 140 minutes. NH3, O, et RCOCOOH exprimés en micromoles. 


gS 

z ret] z ro) 
QUANTITE O02 NH, A See 
| j=) SSO=0 
de substrat & eis 
on corrigs Nye corrigé S S oe 

p mole corrigé 5" corrigé EOE es faa Petok Fis 

iS) 
en ee | ——— 

DO MATEO sess eral fod 465 57,9 47.9 eB} 


50 alanine 


aes a 
100 proline 


50 alanine ver 
ay , 9 /, 9 
400 proline 3 40,4 35.40 /tovio 40,3 nye) 10 
== \ | | 
Arsénite . ; 
ATaAMIMNe sh seers 
44 39 47 BPM PANG 48 
Arsénite . . 
emo ween Spey 5 40 0 P20 
Proline a te gece a 7: 4,8 10 0 0 


La dégradation des acides a-céloniques pourrait a priori se pro- 
duire par un mécanisme analogue a la décarboxylation oxydative 
, s 2 r : 

du pyruvate par le pyruvate-déshydrogénase de Lipmann /44] mis 
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en évidence chez Lact. delbrueckii, réaction qui s accompagne 
d’une phosphorylation. 


ou 
CH, — CO | 
ns | 4+ PO,H; —> CH; —C— COOH 
COOH l 
@) 
| 
O: POU 
| 
OH 
COO(H) 
| 
CH, — CO(H CH,CO 
— (H) 5, 
O OPOsHy 


| 
POs, —2H 
Se + FAD —> FADH, +0, —> FAD + H,0, 
CH,COO — PO,H, + ADP —> ATP + CH,COOH 


Dans notre cas [43], le pyruvate donne deux atomes d’hydrogene 
qui peuvent étre acceptés soit par divers accepteurs tels que des 
acides aminés ou l’oxygéne, soit encore dégagés en anaérobiose 
par l’action d’une hydrogénase qui transforme l’hydrogéne activé 
en hydrogéne moléculaire suivant la réaction: 2H+ = H,. 

La pyruvate-déshydrogénase présente chez Cl. sporogenes et 
Cl. saccharobulyricum, quoique pouvant utiliser O, comme accep- 
teur de H,, doit cependant avoir d’autres propriélés que enzyme 
de Lipmann puisqu’elle ne forme pas de H,O,. 


DESAMINATION COUPLEE ET PHOSPHORYLATION. — Nous avons 
étudié Vaction de différents tampons sur la désamination couplée. 
Les suspensions bactériennes ont été a cet effet préalablement 
bien lavées (1) pour enlever le maximum de phosphate libre. Avec 
les tampons borate et phosphate préparés selon Sdérensen, au 
méme pH et méme concentration moléculaire, on ne constate pas 
de différence d’activité enzymatique. Dans les deux cas la désami- 
nation s’effectue a la méme vitesse, et elle est totale en deux 
heures. Le tableau suivant exprime les résultats obtenus : 

On sait que l’alanine est un acide aminé tres important par 
Vacide g-cétonique auquel elle donne naissance — J’acide pyru- 
vique — intermédiaire qui se trouve au carrefour du métabolisme 
des glucides, des lipides et des protéines. 

Lipmann [44] a montré qu’en présence de phosphate inorga- 
nique, le pyruvate de Na était dégradé suivant la réaction phos- 
phoroclastique donnant de Vacétylphosphate, ce dernier pouvant 


(1) Les bactéries sont lavées trois fois au CINa physiologique A 0° et 
suspendues dans de l’eau_ bidistillée stérile et froide. 
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Tapieau Vil. — Action du tampon borate et phosphate 
sur la désamination couplée. 


Conditions expérimentales identiques a celles du tableau I. Durée d’expé- 
rience : 120 minutes. 1 ml. de suspension 5,27 mg. N. 
HS a a eee ee 


QUANTITE TAMPON BORATE TAMPON PHOSPHATE 
0,04M pH 7,2 0,04M pll 7,2 

de substrat | 

» moles Non corrigé Corrigé Non corrigé Corrigé 
Atanine 005...) 4% 

inte ( 293 273 302 282 
Glycine 200 
Alanine 100... . 38 18 36 16 
GlyCINGy Ge stra. % tr. 65 45 64 At 
USTED TIA ies oer ole 20 20 


ultérieurement étre hydrolysé enzymatiquement. Nous avons [5], 
pour notre part, observé une accélération de la dégradation du 
pyruvate en présence d’ATP et de suspension de Cl. saccharo- 
butyricum ou de Cl. sporogenes. Toutefois, nous n’avons pu 
caractériser lacétylphosphate que sous forme de traces, Les deux 
bactéries étudiées possédent probablement une acétylphosphatase 
trés puissante. 

On pouvait donc s’attendre a observer une accélération de la 
dégradation de l’alanine tant en aérobiose qu’en anaérobiose en 
présence d’ATP. 

Le tableau VIII montre qu’il n’y a en fait pas d’accélération 
de dégradation de l’alanine, soit en aérobiose, soit en anaérobiose. 

On constate qu'il n’y a pas non plus d’accumulation d’acétyl- 
phosphate aussi bien en aérobiose qu’en anaérobiose. Ces résul- 
tats ne sont pas probants puisque lorsqu’on opére avec des bac- 
téries entiéres il est trés difficile de mettre en évidence J’activité 
de certains cofacteurs, soit parce qu'il y a suffisamment de phos- 
phate pour assurer la phosphorylation, soit encore a cause de 
Vimperméabilité cellulaire 4 certains corps, dont VATP. Quoi 
qu’il en soit, on ne constate pas d’action de |’ATP sur la désami- 
nation de l’alanine. 


LA REDUCTION DE LA GLYCINE PAR L’HYDROGENE MOLECULAIRE. 


Hoogerheide et Kocholaty [45] ont montré que Cl. sporogenes 
peut réduire par l’hydrogéne moléculaire un grand nombre de 
substrats parmi lesquels se trouve la glycine. L’existence d’une 
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Tapteav VILL — Action de VATP sur la dégradatioa de lValanine. 


Pour l'aérobiose, mémes conditions expérimentales que dans le tableau 1V. 

Pour Vanaérobiose, mémes conditions expérimentales que duns le tableau I 
Les réactions sont effectuées dans le tampon boraté. Durée de l’expérience : 
420 minutes (1 ml. de suspension = 5,27 mg. N). 


QUANTITE DE SURSTRAT NH; 4 On RCOCOOH | CH,COOPO,H, 
» moles , ey 
Aérobiose 
MA Taming: SOs) ch <i teuce tee 52 51,6 4,2 0,2 
Alanine + 1.000 y ATP... HO 49 0,9 0,3 
Temoin ist caer 11 5 | 0 | 0,2 
| NH CH,COOPO,H, 
Anaérobiose : 
Alanine + glycine ..... 288 0,5 
Alanine + glycine + ATP 4.000 y.| 276 0,7 
Alanine ie os fsschy eed 20 0,3 
ASUS. GING Mac tas eek nine tcc cexeees OTe 43 Ne} 
TOMO Fe EN es.. hivtee tae 20 0,3 


hydrogénase, enzyme découvert par Stephenson et Stickland ‘6] 
chez Escherichia coli, nous a permis d’étudier la consommation 
de H, par Cl. sporogenes en présence de glycine. Les résultats 
sont consignés dans le tableau IX. 


Taste\v IX. — Absorption de Hy par Cl. sporogenes 
en présence de glycine. 
La glycine dans’ du tampon borate pil 7,3, 0,04M + 0,5 ml. de suspension 
Dans la partie centrale 0,2 ml. KOH a& 40 p. 100 
Hy. Température : 
140 minutes. Résultats exprimés en micromoles. 


bactérienne (= 2,83 mg. N). 
+ pyrogallol. Volume total: 3,0 ml. Phase gazeuse : 


37°. 
Durée de l’expérience : 


| NH, Form GORDIE TION » 90a 98 
QUANTITE DE SUBSTRAT is |S |ss¢ 
| het * ~e os =F 
u moles | = =. as 
| Non TArectind Non Nia. ar aha 
corrigé | Corrig¢ corrigé Corrigé |= rc) 
~ . oo , | 
50 glycine gered Sipe, aoe la erin 50 30,8 27,6 QO; 86 
50 glycine + arsénite M/225 8,7 0) 3,8 0,6 100 
50 glycine + CNK M/300 58,7 | 30 29,9 | 26,1 | 0,52 
50 glycine + arsénite M/900.) S#,8 48 A 24,2 24 0,43 25,0 
90 glycine + N,Na M/75 |, aaa 49 0,4 wae 90) 
fémoin ~. Se : 3,2 
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Cl. saccharobutyricum., 
Mémes conditions expéiimentales que pour Cl. sporogenes. 


0,5 ml. de suspension =2,8mg.N ...... NH, He 
DOR G@IV CINCO: al gat eet NES Wet e, 4,18 0 
PON GUE: wet. IE edie erik: 3,6 3 


Ces expériences suggérent les conclusions suivantes : 

a) La glycine est réduite par ’hydrogéne, toutefois lH, absorbé 
nest pas équivalent a l’NH, dégagé. Ceci parait étre dd a ce 
qu'une partie du substrat est réduite par l’hydrogéne provenant 
des métabolites intracellulaires comme dans l’expérience résumée 
par le tableau I. 

b) L’arsénite de Na, a la concentration M/900, inhibe de 
25 p. 100 la réduction de la glycine. Pour atteindre une inhibi- 
tion totale de la réaction, il faut augmenter la concentration de 
Parsénite jusqu’é M/225. 

c) D’autres inhibiteurs ont des effets variables sur la réaction : 

L’azoture de Na M/75 inhibe presque complétement la réduc- 
tion. 

Le cyanure de K M/800 inhibe de 15 p. 100 la réaction. 

d) La réduction de la glycine par l’hydrogéne moléculaire peut 
s’écrire comme suit : 


Hy © DHA So 


2H+ + CH,NH,COOH —> CH,COOH + NH, 


e) Notons que Cl. saccharobutyricum, toujours d’aprés le tableau 
précédent, ne posséde pas d’amino-acide réductase. Cependant, 
on constate que cette bactérie peut activer H, moléculaire. 

f) La réduction des acides aminés par l’hydrogéne moléculaire 
peut étre considérée comme une réaction différente de celle de 
désamination couplée, car cette derniére ne suppose pas une acti- 
vation préalable de l’hydrogéne par une hydrogénase. 


DISCUSSION 


R6LE DE L’OXYGENE 
COMME ACCEPTEUR NON PHYSIOLOGIQUE DE L’HYDROGENE. 


1° La présence chez un organisme anaérobie strict de systémes 
enzymatiques utilisant l’oxygéne comme accepteur d’hydrogéne 
est, de prime abord, déconcertante. Quel rdle ces enzymes pour- 
raient-ils jouer dans le métabolisme de tels organismes ? Encore 
qu’il ne soit pas interdit de supposer que ce réle soit nul ou 
négligeable, on doit, sans céder 4 aucun finalisme, reconnaitre 
que ce n’est pas la une conclusion bien satisfaisante. 
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Les observations résumées dans le présent travail apportent 
une solution a ce probleme. Comme nous l’avons vu, Ces obser- 
valions suggérent que les mémes systemes enzymaliques qui, en 
aérobiose, ulilisent O,, peuvent, en anaérobiose, uliliser un autre 
accepteur, en l’espéce un acide aminé. Mieux encore, dans cer- 
taines conditions, les deux accepteurs d’hydrogéne peuvent élre 
simultanément réduits et entrer en compélition Pun avec l’autre. 

Notons ici que Barker [46] (communication personnelle) est 
arrivé a la méme conclusion au cours de ses recherches sur la 
synthése des acides en C, a parlir des corps en Cy. 

2° On sait que Stickland [4] avait le premier constaté que l’arsé- 
nite de Na inhibait la désamination couplée, mais ces résultats 
avaient été mis en doute par Kocholaty et Hoogerheide [44] qui 
n’avaient nolé aucune inhibition par l’arsénite de la déshydrogé- 
nalion de l’alanine en présence de bleu de méthyléne. 

Nos observations permettent de comprendre ces contradictions 
apparentes et suggérent une interprélation assez précise du méca- 
nisme de la réaction de Stickland. 

L’arsénite de Na n’inhibe pas, en effet, la déshydrogénation 
de l’acide aminé, mais bien la réduction de l’accepteur. 

En anaérobiose, ceci se traduit par lVinhibition de la réaction 
globale. En aérobiose, il n’y a pas de réduction de la glycine ou 
de la proline, en présence d’un acide aminé donateur et d’arsénite. 

Ici encore Vinhibiteur rétablit la consommation d’oxygéne a la 
valeur obtenue avee le donateur seul, parce que l’hydrogéne 
dégagé ne peut étre fixé que par un seul accepteur : l’oxygéne. 

Enfin, en atmosphére d’hydrogéne, l’arsénite inhibe également 
la réduction par Vhydrogéne moléculaire de JV’acide aminé 
accepleur. 

Le systéme enzymatique qui effectue la réduction de la glycine 
et de la proline est une hydrogénase. Ces enzymes, découverts 
par Stephenson et Stickland [6, 418], catalysent les réactions sui- 
vantes ; 


1. Hy ~”..2H + 26 
fnew wR, 
3. 2p +0. —> on,9 


L’accepteur de H, peut étre : le bleu de méthyléne, un nitrate, 
un sulfate, un thiosulfate, un carbonate, CO,, H,O,, CO, un 
fumarate, etc. Seuls les anaérobies stricts peuvent utiliser cer- 
tains amino-acides comme accepteurs d’H,. D’aprés Farkas et 
Fischer [47], qui ont étudié la réduction du fumarate par Vhydro- 
gene moléculaire en présence de suspensions de Proteus vulgaris 
on peut admettre que les réactions 1 et 2 sont catalysées par des 
enzymes différents. Quant a la nature de ces enzymes, Yama- 
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gata [49] a montré que la nitratase de Pseudomonas xruginosa 
est une flavo-protéine. 

‘Le schéma ci-dessous rend compte de cet ensemble de fails, 
ainsi que du processus global de la désamination couplée (réac- 
tion de Stickland). 

AEROBIOSE 

R-CH-COOH a ee 


INHIBE PAR CNK er 
NH2 ALCOOL OCTYLLIQUE SECONDAIRE 


DESHYDROGENASE OE TYPE : 4 : 
~2H amino xide oxydase=~ | oss Hy + 40, 06S, + H2O 
ay i” is INHIBE PAR L’ARSENITE 
NH SAL ANAEROBIOSE ET 
< AEROBIOSE 
+H2O SS 4. (GLYCINE OU PROLINE etc... 
-7 © SYSTEME AMINO-ACIDE 
R-CO- COOH ae REDUCTAS/QUE ) 
PHeOloot DESHYDROGENASE DES _-~~ , 4 ; 
2. - — 
acides «—cétonigues ~ | ES. H2+402—> H, O + DESH. 
/NHIBE PAR E 
R-COOH+ CO, ICH» COOH AEROBIOSE 


Comme on le voit, ce schéma suppose l’existence de trois 
enzymes distincts : 

Une déshydrogénase du type l-amino-acide oxydase. 

Un systéme enzymatique amino-acide réductasique. 

Et une déshydrogénase des acides g-cétoniques. 

Nous n’entendons nullement présenter cette interprétation 
comme définitive. Elle tend simplement a4 expliquer avec le 
minimum d’hypothéses les faits connus ainsi que ceux que nous 
avons pu mettre en lumiére. Nous pensons cependant que ce 
schéma pourra constituer une aide utile pour une analyse plus 
approfondie de cette réaction si caractéristique du métabolisme 
des bactéries anaérobies strictes. 
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COMMUNICATIONS 


RECHERCHES SUR L’HEMOLYSINE DE CL. SORDELLII 


par A.-R. PREVOT et J. MALGRAS. 


Malgré le haut pouvoir toxinogéne de Cl. sordellii et l’aspect nette- 
ment hémorragique des lésions qu’il provoque chez l’animal d’expé- 
rience, i] était classique de considérer cet anaérobie comme ne produi- 
sant pas d’hémolysine in vitro. Toutefois, Mac Farlane en 1948 (1), dans 
son troisiéme mémoire sur la biochimie des toxines bactériennes, 
signale, dans un chapitre trés court, que les filtrats de certaines 
souches de Cl. sordellii contiennent une lécithinase qui n’a pas pu étre 
caractérisée complétement & cause de la compétition existant entre 
elle et une protéase qui trouble aussi le jaune d’ceuf. Cette lécithinase 
n’est neutralisée par une anti-lécithinase que dans la proportion de 
50 p. 100, ou méme pas du tout. 

Notre récent travail sur ]’hémolysine de Cl. bifermentans (2) nous 4 
conduits & rechercher le pouvoir hémolytique éventuel de Cl. sordellit, 
puisque ces deux espéces sont extrémement voisines. 

L’absence totale d’hémolysine dans les cultures en bouillon VF glu- 
cosé aprés vingt-quatre heures ou plus 4 37° C nous a donné 1’explica- 
tion du fait que les premiers auteurs n’ont pas trouvé de pouvoir hémo- 
lytique chez ce microbe. Mais nous rappelant que certaines toxines 
anaérobies n’apparaissent qu’&a 33°C en milieu VF (3), nous avons 
choisi cette température pour de nouveaux essais. Dans une premiére 
expérience nous avons obtenu a 33°C en dix-huit heures une hémo- 
lysine active 4 la dose de 0,025 cm? sur 0,5 cm® de globules rouges de 
mouton dilués au 1/20. Cette hémolysine est entiérement neutralisée 


(1) Mac Fartane, Biochem, J., 1948, 42, 590. 
(2) Prévor et Capponi, ces Annales, 1949, 77, 772. 
(3) Privot, C. R. Acad. Sci., 1939, 208, 394. 
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par le sérum anti-sordellii [préparé par M. Raynaud, en prenant comme 
antigéne la toxine extraile des corps microbiens par sa méthode au 
mélange citrate-chlorure (4)], et cela dans les proportions suivantes ° 
40 doses hémolytiques sont neutralisGes par 1/200 de cm® de sérum, apres 
une demi-heure de contact A 33°. Cette hémolysine, aprés soixante heures 
A la glaciére, est fortement diminuée et, aprés cent cing heures, dis- 
parait ; toutes tentatives de traitement par les réducteurs ne la res- 
taurent pas. 

Il s’agit donc d’une hémolysine d’apparition précoce et se détruisant 
rapidement. Le temps optimum de son apparition a été recherché. 
\prés douze heures d’incubation, la dose hémolytique est déja de 
0,05 cm*®; aprés dix-huit heures, elle augmente encore un peu et 
arrive a atteindre le taux de 0,001 cm* en vingt heures. Si on traite 
10 DHm par l’eau oxygénée, on ne constate aucune destruction. Elle 
est done oxygene-stable. La chaleur la détruit rapidement : une demi- 
leure A 56° GC n’en laisse plus aucune trace ; elle est donc thermolabile, 
et un deuxiéme chauffage 4 100° ne la restaure pas. Les acides et les 
bases diluées sont sans action sur elle. 

La réaction de Nagler avec le scrum humain frais est netlement posi- 
tive : avec 5 DHm, on obtient un trouble trés net suivi de floculation ; 
avec 1 DHm, on obtient une légére opalescence. Cette réaction est 
inhibée par les sérums anti-sordellii et anti-perfringens ; le premier agit 
*% la dose de 1/1.000 de cm, le second au 1/5.000 de cm‘. II s’agit 
donc bien d’une lécithinase, immunologiquement parente avec la léci- 
thinase g de W. perfringens el, par conséquent, parente aussi avec 
la lécithinase de Cl. bifermentans, 

Cette lécithinase agit de la méme facgon sur la lécithovitelline (jaune 
d’ceuf de poule). In vivo, son action dermo-nécrotique est difficile a 
rechercher sur la souris, car cet animal est trés sensible a la toxine 
léthale et meurt avec des doses infimes avant l’apparition de la nécrose ; 
mais sur le cobaye, moins sensible, on oblient une nécrose dermique 
trés nette avec 0,2 cm’%. 

Les globules de lapin sont trés sensibles 4 l’hémolysine sordellii, 
de méme que ceux de cheval, de singe et d’homme. Les globules de 
canard, au contraire, sont peu sensibles. Le calcium n’a aucune action 
favorisante sur le pouvoir hémolytique, ni sur le pouvoir lécithinasique. 

La précipitation de la toxine sordellii par le sulfate d’ammonium 
entraine la lécithinase hémolytique dans le précipité. On peut ainsi 
conserver intacte son activité & la glaciére ; le titrage de son pouvoir 
hémolytique donne comme DHm: 0,8 mg. La méme dose provoque 
une réaction de Nagler fortement positive sur le sérum humain et sur 
Je jaune d’oeuf dilué. 

Devant ces résultats, il était intéressant de répéter les mé@mes 
recherches sur Cl. valerianicum et Cl. caproicum, que V’un de nous (5) 
a classé a cdté de Cl. bifermentans et de Cl. sordellii. Nous avons étudié 
|l souches du premier et 15 souches du second. Sur les 11 souche de Cl. 
valerianicum, 7 présentaient une lécithinase hémolytique du méme type 


(4) M. Raynaup, VIII® Congrés Chim. Biol., oct. 1948. 


©) A.-R. Privor, Manuel de Classification des Anaérobies, 2° édit,, 1948 
p. SO, 
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que celle de Cl. sordellii (précoce, oxygéne-stable, thermolabile non 
régénérée 4 100°, inhibée par les anti-lécithinases perfringens et sor- 
dellit) et 4 n’avaient aucun pouvoir hémolytique ni lécithinasique. 
Sur les 15 souches de Cl. caproicum, 11 présentaient la lécithinase 
hémolytique du groupe et 4 ne la présentaient pas. Quelques petites 
différences se sont montrées dans leur comportement : certaines étaient 
favorisées par le calcium et d’autres indifférentes ou méme inhibées ; 
Pune était détruite par H,O, et non régénérée par Vhydrosulfite ; 
aucune n’était dermo-nécrosante. Ainsi, dans l’ensemble, Cl. valeria- 
nicum et Cl. caproicum se présentent comme étant beaucoup plus 
prés de Cl. bifermentans que de Cl. sordellii. 

Conclusions. — Cl. sordellii posstde une lécithinase hémolytique 
apparaissant précocement dans les cultures 4 33° en bouillon VF glucosé, 
se détruisant rapidement a 1’état liquide, mais facile A conserver 
intacte a l’état sec aprés précipitation. Oxygéne-stable, thermolabile, 
non influencée par Ca ++, elle donne la réaction de Nagler et est 
neutralisée par les antilécithinases anti-perfringens et anti-sordellii. 
Elle agit sur les globules de mouton, de lapin, de cheval, de singe et 
@homme ; elle est dermo-nécrosante en injection intradermique au 
cobaye. On retrouve une lécithinase hémolytique trés semblable chez 
7 souches sur 11 de Cl. valerianicum et chez 11 souches sur 15 de 
Cl. caproicum, mais ces derniéres ne sont pas dermo-nécrosantes, ce 
qui rapproche plus ces deux espéces de Cl. bifermentans que de Cl. 
sordellii. 

(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


COMPARAISON ENTRE LEXTRACTION 
DU VIRUS DE LA MOSAIQUE DU TABAC 
PAR VOIE MECANIQUE 
ET SOUS L'ACTION DES ENZYMES 
DU TUBE OIGESTIF DE L’ESCARGOT 


P. LIMASSET, P. CORNUET et Y. GENDRON. 


On extrait généralement les virus des plantes en soumettant les 
tissus A un broyage relativement grossier, la pulpe et les fibres res- 
tentes étant ensuite pressées dans une étamine. Bawden et Pirie (1) 
ont montré que les jus obtenus contenaient seulement une partie 
du virus existant dans les tissus. De nouvelles fractions trés impor- 
tantes pouvaient étre libérées en soumettant le résidu a un broyage 
plus poussé et a l’action d’une solution de trypsine ou d’un extrait 
du tube digestif de l’Escargot. Dans le cas du virus de la mosaique 
du Tabac, la digestion par la trypsine permettait une extraction plus 
abondante de virus lorsqu’elle intervenait avant le broyage par rap- 
port aux quantités libérées en inversant l’ordre des opérations. L’incu- 
bation en présence d’extraits du tube digestif de 1’Escargot, source 


(1) F. C. Bawoen et N. W. Pirie. Brit. J. exp. Path., 1946, 27, 81. 
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connue de cellulase, permettait d’extraire une quantité de virus plus 
importante encore. D’aprés Pirie (2), « la nature de la liaison détruite 
n’a été déterminée en aucun cas. I] n’est méme pas établi qu’une 
protéase, plutét que quelque autre constituant des mélanges enzyma- 
tiques, ne serait pas responsable de cette libération (du virus) ». 
Nous sommes allés plus loin que Pirie en nous demandant si les 
enzymes agissent bien en détruisamt une liaison, de nature inconnue, 
attachant le virus au résidu solide provenant du broyage ou si les 
particules du virus ne resteraient pas tout simplement emprisonnées 
4 l’intérieur de certaines cellules épargnées par le broyage. Dans cette 
hypothése, les enzymes de ]’Escargot agiraient essentiellement par leurs 
cellulases en complétant la désintégration des tissus. S’il en est bien 
ainsi, un broyage extrémement poussé doit produire le méme effet et 
permettre l’extraction de Ja totalité du virus sans recourir 4 [action 
d’enzymes. 

Les résultats relatés dans cette note, précisant ceux que nous avons 
publiés ailleurs (3), semblent apporter des arguments solides en faveur 
de la validité de cette conception. 

Des feuilles de Tabacs infectés étaient divisées en deux longitudina- 
Jement, les parties droite et gauche étant réparties en deux lots dis- 
tincts de méme poids et physiologiquement comparables, dont lun 
était broyé avec l’appareil A hélice et l’autre au mortier, Le premicr 
lot subissait cing broyages successifs au broyeur a hélice a 12.000 tours 
pendant une minute et demie, les fibres et culots de centrifugation 
étant lavés A Veau. On faisait agir ensuite sur ces derniers, apres 
épuisement, les enzymes de |’Escargot (quarante-huit heures au pH 7,3). 
Le premier jus et les eaux de lavage contenaient 31.810 unités séro- 
logiques (4), correspondant A 20,85 g. de feuilles. Les enzymes ne 
libéraient ensuite que 404 U. S. La quantité de virus extraite méca- 
niquement atteignait donc 98,7 p. 100. Le lot broyé au mortier avait 
dti subir sept broyages suivis de lavages de la fibre et des culots 
pour obtenir l’épuisement. La quantité ainsi extraite mécaniquement 
atteignait 10.570 U. S., Vaction ultérieure des enzymes fournissant 
21.760 U. S. supplémentaires, La quantité totale du virus extrait était 
ta méme que celle de l’autre lot, aux erreurs d’expérience prés 
(32.380 U. S. contre 32.214 U. S.), mais l’extraction mécanique ne 
touchait plus que 32,8 p. 100 du virus, le reste ne pouvant ¢étre 
libéré que par les enzymes. Un deuxiéme essai fut réalisé suivant la 
méme technique, en soumettant un lot de demi-feuilles 4 un broyage 
a 8.000 tours seulement, le lot témoin étant broyé au mortier comme 
dans l’expérience précédente. La quantité de virus extraite mécanique- 
ment du lot broyé 4 8.000 tours atteignait 14.630 unités sérologiques, 
pour 19,45 g. de tissu foliaire. Les enzymes libéraient ensuite 8.180 U. S. 
La quantité totale extraite mécaniquement n’était que de 64,6 p. 100. 


(2) N. W. Piruz. Cold Spring Harb. Symp. Quant Biol., 1946, 44, 184, 
(3) P. Limasser, P., Cornurr et Y. Genpron, C. R. Acad. Sei., 1949, 228, 
S88. 
(4) Unité arbitraire correspondant & la quantité de virus contenue dans 
1} em’ de jus dont la concentration correspond A la dilution limite avec 


le sérum utilisé. Les comparaisons ne sont valables que si tous les dosages 
sont effectués avec un méme sérum, 
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Le témoin fournissait 4 l’extraction mécanique 8.750 U. S., soit 41 p. 100 
du total, et 12.500 U. S. avec les enzymes. On voit donc que le broyage 
a 8.000 tours, beaucoup plus grossier que le broyage A 12.000 tours, 
permet une extraction mécanique plus faible, l’action des enzymes 
cessant alors d’étre négligeable. La comparaison de l’effet du broyage 
au mortier et au broyeur A hélice A 8.000 tours et 12.000 tours permet 
de constater que l’action des enzymes décroit quand la finesse du 
broyage augmente. Il semble donc bien que celles-ci, qui sont consti- 
tuées en majeure partie par des cellulases, agissent uniquement en 
complétant la dislocation des éléments cellulaires et en dissolvant les 
membranes dans les fragments de tissus soumis A leur action. Les 
résultats de Bawden et Pirie, qui obtenaient la libération d’un surplus 
de virus trés important sous l’action des enzymes, s’expliquent par 
le fait que ces auteurs employaient un broyeur A rouleau opérant 
par écrasement et dont l’action était probablement assez comparable 
a celle du mortier. L’appareil & hélice tranche au contraire les tissus 
et les débite en fragments contenant trés peu de cellules. 
Les résultats peuvent se résumer comme suit : 


QUANTITES EXTRAITES 


par broyage par les enzymes Total 
Lot 44 12.000 tours . . . .| 30.810 U.S., 387 Uxs:, 30.897 U.S. 
soit 97,7 p. 100.|soit 4,3 p. 100, 
Motieaucmortionw: 712.2) LOB ONUES =, 20.870 U.S., 31.000 U.S. 
soit 32,8 p. 100.}soit 67,2 p. 100. 
Lot 24 8.000 tours. .... 15.040 US., 8.410 U.S., “23.450 U.S. 
soit 64,6 p. 100.|soit 35,4 p. 100. 
Lov Sra mOrtier, .ecuieh a 8 990 U.S., 42.850 U.S., 24.840 U.S. 
soit 44 p. 100. | soit 59 p. 100. 


| AE AIEEE ICES BEET ERE PRE OD OIE IEEE OT TOI OO LE EEE ELE ETO ES AEE TELL EEL LL ALLE NL LLL EL LLG LS LEE SELENA LLL 


Les quantités indiquées dans ce tableau ont été ramenées a 20 g. 
de feuilles. 

A l’examen de ces chiffres, nous constatons, d’une part, que 1’action 
des enzymes tend a devenir négligeable quand on atteint une grande 
finesse de broyage et, d’autre part, que la quantité totale de virus 
extraite d’échantillons de méme poids et physiologiquement compa- 
rables est approximativement la méme, quelle que soit la finesse du 
broyage dés l’instant od ce dernier est suivi d’une macération en pré- 
sence des enzymes de 1’Escargot. 

Les résultats obtenus, outre qu’ils nous conduisent 4 penser que 
le virus de la mosaique du tabac n’est pas libéré par le complexe 
enzymatique étudié, en raison de la rupture d’une liaison chimique 
avec le substrat (liaison préexistant in vivo ou consécutive a 1’extraction), - 
ont aussi l’intérét de nous fournir une méthode d’extraction purement 
mécanique, trés aisée A mettre en ceuvre et aussi efficace que les 
moyens compliqués récemment préconisés. 
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Nous n’aborderons pas ici l’action de la trypsine. Celle-ci est de 
nature tout a fait différente, et nous l’avons d’ailleurs envisagée dans 
une publication déja citée. 


(Institut National de la Recherche Agronomique.) 


EFFET SUR L’ACCROISSEMENT 
D'UNE TUMEUR EXPERIMENTALE DU RAT BLANC 
(SOUCHE TS DE GUERIN) 
DE L’'ADMINISTRATION PAR VOIE BUCCALE 
D'UN COMPLEXE FERRICO-SODIQUE 
DE L'ACIDE TARTRIQUE 


par A. MOREL, A. JOSSERAND, J. VIALLIER et J. C. KALB 


Ces expériences ont été faites depuis deux ans sur 140 rats blancs 
répartis en 7 séries, chacune de ces séries comportant 10 rats traités 
et 10 rats témoins. 

Chaque rat trailté recevait, matin et soir, dés le lendemain de la 
ereffe, mélangé avec un peu de lait, 1 centigramme du complexe 
ferritartrosodique jaune non colloidal, avec adjonction de carbonate de 
chaux en excés, destiné a neutraliser toute l’acidité gastrique et 
empécher ainsi la démolition du complexe et la transformation partielle 
du fer ferrique en fer ferreux. Les animaux témoins recevaient la méme 
quantité de carbonate de chaux. 

Les rats étaient sacrifiés entre le vingli¢me et le vingt-quatriéme jour 
apres la greffe, et l'on comparait le poids des tumeurs de la série traitée 
a celui de la série témoin. 

Les trois premitres séries ont donné des résultats assez peu homo- 
génes qui tiennent, selon nous, aux précautions insuffisantes pour avoir 
des séries de greffes rigoureusement comparables, tant en ce qui concerne 
le volume des greffons que surtout le temps écoulé entre le préléve- 
ment de la tumeur et le moment ot: s’était opérée, au cours d’une 
séance d’inoculation, l’insertion des fragments tumoraux. Voici tout 
d’abord Jes résultats de ces 3 premiéres expériences : 

POURCENTAGE 
des tumeurs développées 


POIDS MOYEN 

des tumeurs 

Hapérience n° 1 : 
Témoins : 4/10. 


er te oa a? SEN iy EA Th 
Traités: fr 2/100 5 ah keen eet g. 
Experience n* 2: 

Témoins 499/407) oe. Seis cs Sts ey OF a 
Traités +: 40/40. 12g 
Expérience n° 3 : 

Témoins : 10/100. : at ees ee ee ee ee g. 
Traités : 40/40, .°.°. Seem eo, SEN Se rete 
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Au cours des 4 expériences suivantes, la technique a bénéficié des 
3 précédentes et les greffes ont été faites avec des greffons de méme 
volume et prélevées sur la tumeur au méme moment pour étre 
insérées sur un couple témoin traité. 

Ces 4 expériences, que nous noterons par les chiffres 4, 5, 6, 7, se 
sont opérées dans des conditions satisfaisantes, sauf pour la série 6, 
ou les animaux des 2 séries, témoins et traités, présentérent de nom- 
breux abcés d’origine indéterminée en différents points de l’organisme. 


P POURCENTAGE POIDS MOYEN 
des tumeurs développées des tumeurs 


Eupérience n° 4 : 


A RGSS OCT, Se VA ter ake ie er as ae ee nM ee, aie a5 
LVOILCS MEAD A Opener eas ek me Se be 2,4. 2 
Expérience n° 5 

REMY OUNS ays O/L0 eet RN RE MIE hn Mn cs rs ge 6,4 
PERSIE Siem AO ann ee, OR Ears a pO ACS stoke) SS Me 3,4 g. 


Experience n° 6 (infection intercurrente avec suppurations) : 


PUEMOMNGE ALON ees oie nem A Aas ee ces 4 gem es RIE re 
PEraLOS MELLO /AU ttc he eee SG ee an we 1; ae. 
Experience n° 7 
ORIGIN See LO MOM a ae on ee ee ee oes poe Get Ga Be 
EERECCS Meee Ma SUM oe ene ae tt We cn ay Ah ae ew 2,8 2. 


Dans l’ensemble, le ralentissement de l’accroissement tumoral est 
de Vordre de 30 p. 100. Il ne s’agit, selon nous, que d’une diminution 
de la rapidité d’accroissement sous |’influence d’une désinfiltration 
par le complexe ferri-tartrosodique. 

Nous nous basons sur le fait que les métastases ganglionnaires nous 
sont apparues, dans l’ensemble, moins fréquentes chez les animaux 
traités que chez les témoins ; d’autre part, dans plusieurs  séries 
@’expériences, nous avons noté que la zone rouge du point de greffe 
palissait plus rapidement chez les traités que chez les témoins, au 
cours de la premiére semaine aprés la greffe. 

Il ne doit pas s’agir d’une action sur la cellule néoplasique elle- 
méme, car les examens histologiques n’ont pas montré de différences 
entre les tumeurs traitées et les tumeurs témoins. 

Ces constatations cadrent bien avec les effets obtenus par injection 
intraveineuse de ce complexe, sur des animaux spontanément cancé- 
reux, A l’Ecole vétérinaire de Lyon. 


(Laboratoire de Pathologie générale et expérimentale. 
Faculté de Médecine de Lyon.) 
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RECHERCHES 
SUR LE MODE O'ACTIVITE DES SULFONES 


il. — ETUDE ANALYTIQUE 


par F. BOYER, M"* J. TROESTLER, N. RIST et TABONE 


Dans une étude récente, Boyer, Rist et M"* Saviard (1) ont montré 
que l’activité bactériostatique in vivo des amino-diphénylsulfones mono 
et di-substituées augmente sous l’influence du vicillissement a l’étuve 
ou de l’autoclavage. Ils admettent que ce phénoméne est da a fa 
libération de diaminodiphénylsulfone (D. D. S. ou sulfone mére), mais 
n’ont pu en apporter la preuve chimique. 

La présence de sulfone mére dans un liquide contenant une sulfone 
combinée ne peut étre démontrée par la technique de Marshall. Celle- 
ci est pratiquée en milieu acide et, de ce fait, les sulfones combinées, 
peu stables, risquent d’étre hydrolysées, au moins partiellement. 

Nous avons pensé que la chromatographie de partage proposée par 
Consden et ses collaborateurs (2) pour l’analyse des acides aminés, 
et que l’un de nous a mise au point pour l’analyse des arylamines 
biologiques (8 et 4), conviendrait pour 1’étude de ce probléme. Cette 
méthode respecte, en effet, V’intégrité des molécules des sulfones substi- 
tuées. 

Dans le présent travail, nous recherchons tout d’abord si les sulfones 
mises a la disposition des médecins et des bactériologistes ne contiennent 
pas de sulfone mére libre, comme leur labilité et leur mode de prépa- 
ration permettent de le supposer. Nous examinerons en méme temps 
si l’autoclavage augmente la teneur de ces produits en sulfone mére 
libre, comme l’admettent Boyer, Rist et Saviard, d’aprés l’augmentation 
du pouvoir bactériostatique. Enfin, nous aborderons l’étude du sort des 
sulfones dans l’organisme. 


TECHNIQUE EMPLOYEE. — Nous nous sommes servis de l'appareil décrit 
par Consden. Le papier utilisé est le papier Watman n° 4. Le solvant 
qui nous a donné les meilleurs résultats est l’alcool butylique saturé 
d’eau. La position des substances a été révélée, aprés chromatographie, 
par vaporisation du réactif d’Ehrlich (solution alcoolique de di-méthyl- 
para-amino-benzaldéhyde additionnée de HCl). Une goutte de la solu- 
tion A étudier (0,001 cm*) a été déposée au moyen de pipettes effilées 
préalablement calibrées. 

Toutes les sulfones étudiées dans ce travail ont été employées en 
solutions aqueuses 4 10 p. 100 et 2 p. 100 avant et apres autoclavage 


(1) Ces Annales, 1949, 77, 680. 

(2) Conspen, Gornon et Martin, Biochem. J., 1944, 38, 224, 

(3) J. ‘TAnone, D. Rospenr et J. TRroestter, Bull. Soe. Chim. biol. 1948, 30, 
5AT. 


v 


(4) J. Tanonr et D. Rosent, ces Annales, 1948, 74, 146 


nnales de l Institut Pasteur. Mémoire F. BOYER, M"« J. TROESTLER, 
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de une heure a 120°, en tubes scellés. Seule, la diamino-diphény] 
sulfone, peu soluble dans Veau, a été utilisée en solution 4 1 p- 10.000, 
c’est-a-dire A saturation A 20°. Sur chaque chromatogramme, nous 
avons déposé une goutte de solution non autoclavée, qui nous a servi 
de témoin et, a cdté d’elle, une goutte de la méme solution autoclavée. 


RésuLtats. — 1° 4-4’ para-diamino-diphényl-sulfone (1358 F) ou sul- 
fone mére). — Elle donne, aprés chromatographie et pulvérisation du 
réactif d’Ehrlich, une tache jaune unique dont le Rf est de 0,80. 
Cette tache est encore visible quand on dépose sur le papier 0,1 y 
de produit. La méme solution soumise 4 l’autoclavage donne un chro- 
matogramme identique a la solution témoin (photo I). 

2° 4 amino 4’ succinylamino-diphényl-sulfone [1500 F] (5). — Les 
chromatogrammes obtenus avec cette sulfone se caractérisent par la 
présence de 3 taches jaunes distinctes de surface et d’intensité tras 
différentes. La tache inférieure, trés pdle, a un Rf identique a celui 
de la sulfone mére. 

Avec les solutions autoclavées, on observe une augmentation sensible 
de l’intensité de coloration de la tache inférieure, les deux autres taches 
gardant le méme aspect (photos II et II bis). 

3° 4 amino 4’ carborzyméthyl-amino-diphényl-sulfone [phényl-glycine 
sulfone] (6). — Nous observons 3 taches distinctes. Le Rf de la tache 
inférieure est le méme que celui donné par le 13858 F, mais sa surface 
et son intensité sont beaucoup plus grandes que celles que nous donne 
ja sulfone mére en solution saturée aqueuse. 

L’autoclavage des solutions n’augmente que trés légérement |’impor- 
tance de la tache inférieure (photos III et III bis). 

4° 4.4’ diamino-diphényl N-N’ di-formaldéhyde sulfonate de soude 
{Diasone] (7). — On note la présence de 3 taches qu’on distingue 
plus facilement sur le chromatogramme de la solution 4 2 p. 100. 
La tache inférieure est représentée par une trainée particuli¢rement 
importante. 

L’autoclavage augmente légérement l’importance de la tache infé- 
rieure (photos IV et IV bis). 

5° 4-4’diamino-diphényl-sulfone N-N’ diglucose-sulfonate de sdude 
[501 F ou Promine] (8). — Trois taches sont observées sur le chroma- 
togramme. La tache inférieure occupe la méme position que celle 
donnée par la sulfone mére. 

Aprés autoclavage et refroidissement, on obtient un précipité. Le 
filtrat soumis A la chromatographie présente un aspect identique & 
celui de la solution témoin, la tache inférieure étant cependant beau- 
coup plus importante. 

La chromatographie du précipité, mis en solution alcoolique a 1/1.000, 
donne une tache unique dont le Rf et l’importance sont identiques 


(5) Nous avons préparé le sel de soude du 1500F a partir du produit 
confié par la maison Theraplix. 

(6) Nous avons employé, soit le sel de soude présenté en ampoules par 
la maison Cilag, soit le sel] de soude préparé par nous-memes A partir de 
la substance acide en poudre confiée par la méme maison. 

(7) Confié par la maison Abbott et Ce. 

(8) Fournie par la maison Siegfried. 
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a celle que donne la sulfone mére dans les mémes conditions (photos V, 
V bis et V ter). 

6° 4.4’ (y-phényl-propylamino) diphénylsulfone g: y: a y’ tetrasulfo- 
nate de sodium [3668 RP ou Cimedone] (9). — Le chromatogramme 
révele 2 taches, l’une au lieu du dépédt de la substance, l’autre, trés 
pale, au niveau de la sulfone mére. 

Apres autoclavage et refroidissement, on observe un dépét cristallin. 

Le filtrat chromatographié montre les deux mémes taches que la 
solution témoin; la tache inférieure est toutefois beaucoup plus 
importante que pour la solution non autoclavée. 

Les cristaux recueillis ont été dissous dans l’alcool (solution 4 
6,5 p. 100). Ils donnent alors une tache unique, identique 4 celle 
d’une solution alcoolique de sulfone mére 4 la méme concentration 
(photos VI et VI bis). 


DiscUSsION DES RESULTATS, — La chromatographie s’est révélée comme 
une méthode parfaitement indiquée pour |’étude analytique des sul- 
fones. D’une part, en effet, elle ne fait appel 4 aucun réactif suscep- 
tible de décomposer ces molécules particulitrement Jabiles, et, d’autre 
part, les produits intensément colorés que donne la diméthyl-para- 
amino-benzaldéhyde avec ce groupe de substances permettent de déceler 
celles-ci alors méme qu’elles existent en quantités extrémement faibles. 

La solution aqueuse saturée de sulfone mére (concentration 1/10.000) 
donne, aprés chromatographie, une tache unique et distincte dont le 
Rf est constant. Ce produit doit done étre considéré comme pur, ou 
du moins on peut affirmer qu’il ne contient aucune substance donnant 
avec le réactif d’Ehrlich une réaction colorée et, en particulier, aucune 
arylamine. Par contre, pour les produits de substitution du 1358 F, 
aussi bien Jes mono- que les di-substitués, que nous avons étudiés et 
qui sont mis a la disposition des médecins, sont en réalité des mélanges 
plus ou moins complexes, dans lesquels il nous a toujours élé possible 
de déceler la présence, en quantiltés variables, de sulfone mére. 

Le composé qui en renferme le plus est la phényl-glycine-sul- 
fone (n° 38). Dans les expériences de bactériologie de Boyer et ses col- 
laboraleurs, c’est aussi cette substance qui s’est montrée la plus active 
in vitro. On peut donc supposer que cette supériorité apparente est 
due, non aux particularités du groupement de substitution, mais A la 
sulfone mére libre que le produit contient. 

Sur les chromatogrammes de la diasone, il est impossible d’affirmer 
la présence de sulfone mére, car la tache inférieure est ici remplacée 
par une longue trainée qui représente un produit de décomposition 
non identifié, dont la présence masque peut-ctre une tache due a la 
sulfone mére. 

Quant a la tache intermédiaire, qui apparait sur les chromato- 
grammes de plusieurs sulfones, nous ignorons actuellement sa signi- 
fication. Nous ne pouvons pas exclure l’hypothése selon laquelle les deux 
taches supérieures seraient dues, l'une au dérivé sodé l'autre au pro- 
duit acide. 

Sur les chromatogrammes des solutions autoclavées la tache de sul- 


(9) Cimedone ou 3668 RP confié par la maison Rhéne-Poulenc. 
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fone mére augmente. C’est donc bien l’augmentation de la teneur en 
sulfone mére qui explique l’augmentation du pouvoir bactériostatique 
observé aprés autoclavage par Boyer, Rist et Saviard. 


CHROMATOGRAPHIE DES URINES DE LAPINS TRAITES PAR LES SULFONES. — 
Les résultats relatés ci-dessus nous autorisent A étudier, par la méme 
méthode, le sort des amino-diphényl-sulfones dans l’organisme. Nous 
avons donc examiné, en paralléle, le chromatogramme de l’urine de 
lapin avant et aprés administration de sulfone. 

De ces études, qui sont en cours, nous donnerons seulement deux 
résultats. Sur les chromatogrammes des urines de lapin traité par la 
sulfone mére (50 mg./kg. par voie sous-cutanée) apparaissent en plus 
des taches que l’on trouve avec les urines normales, deux taches nou- 
velles ; l’une, inférieure, qui a la position de la tache de sulfone mére , 
Vautre, supérieure, d'un jaune orangé particuli¢rement intense, se 
trouve au lieu méme de dépét de la goutte d’urine. 

Si les lapins ont recu, per os, 180 mg./kg. de 3668 RP, le chromato- 
gramme révéle également deux taches nouvelles dont l’une a la méme 
position que la sulfone mére. 

Utilisant soit la méthode d’extraction, soit la chromatographie 
directe, M. I. Smith et ses collaborateurs (10) ont mis en évidence ta 
D. D.S. contenue dans l’urine de lapin ayant ingéré cette sulfone. 
is en concluent que la D.D.S. est éliminée en grande partie sous 
forme inchangée, et pensent que ces méthodes permettent de savoir 
rapidement si une sulfone donnée libére in vivo la sulfone mére. 


CONCLUSION. 


L’étude chromatographique de la sulfone mére et de ses dérivés de 
substitution montre gue ces dérivés contiennent tous en proportion 
variable de faibles quantités de sulfone mére. La méthode permet 
d’étudier les transformations que subissent les sulfones, soit sous 
Vinfluence d’actions physiques telles que l’autoclavage, soit dans 
Vorganisme de |’animal. 


(10) M. I. Smmrx, E. L. Jackson, Y. T. Cuanc et W. H. LoncenrcKer, 
Proceed. Soc. exp. Biol. Med., 1949, 7A, 23. 
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ANTIBIOTIQUES ET LYSE BACTERIOPHAGIQUE 


IV. — ETUDE, AU MICROBIOPHOTOMETRE, 
DE L’ACTION CONJUGUEE DU BACTERIOPHAGE 
ET DE LA STREPTOMYCINE 
SUR LA CULTURE D'UN STAPHYLOCOQUE BLANC 


par Ewatp EDLINGER et Micus, FAGUET. 


Dans une communication antérieure (1), nous avons déja montré 
que la streptomycine, ajoutée en méme temps que le bactériophage 
Twort & une culture du staphylocoque blanc Twort, n’empéche pas 
la lyse, mais la retarde considérablement. Cette lyse ne se produit que 
lorsque la culture, arrétée dans son développement par l’action bac- 
iériostatique, reprend sa marche ascendante par suite du dévelop- 
pement des germes streptomycinorésistants. 

Dans le présent travail, nous avons utilisé le bactériophage staphy- 
lococcique N qui laisse régulitrement apparailre, aprés un délai assez 
bref, des cultures secondaires contrairement au phage Twort dont la 
lyse est généralement définitive. Outre la question du comportement 
de ces cultures secondaires vis-d-vis de la streptomycine, nous avons 
désiré suivre la succession des phénoménes qui se produisent lorsque 
le phage et la streptomycine sont ajoutés non plus ensemble, mais 
l’un aprés l’autre, 4 des intervalles de temps variés. 

Comme dans le travail mentionné ci-dessus, nous avons réuni ici 
en deux figures les résultats les plus caractéristiques obtenus a l’aide 
du microbiophotomeétre de M. Faguet (2). 

Les courbes de la premiére figure montrent une croissance normale 
chez la culture-témoin, une diminution de la densité optique relative- 
ment lente, suivie de l’apparition d’une culture secondaire dans la cuve 
qui n’a regu que la streptomycine. Dans ce dernier cas, on constate, 
aprés un temps relativement long, l’apparition de la culture streptomy- 
cino-résistante. Dans les autres cuves la streptomycine, ajoutée pendant 
la phase exponentielle de la culture, arréte toujours le développement 
de celle-ci. Le phage, ajouté soit en méme temps que la streptomycine, 
soit pendant toute la durée de la bactériostase streptomycinique, mani- 
feste son action lytique comme s’il était ajouté seulement au moment 
de l’apparition de la culture streptomycinorésistante : le retard dans 
Vapparition de la lyse est donc d’autant plus court que Jl intervalle 
écoulé entre l’introduction de la streptomycine et celle du _bactério- 
phage a été plus long. 

D’autre part, nous avons constaté que les cultures secondaires A la 
lyse bactériophagique, par conséquent phagorésistantes, sont éga- 
lement streptomycinorésistantes. 


(1) M. Facuer et E. Eprincer, ces Annales, 1949, 77, 204. 
(2) M. Facurr, Act. Scient. et Ind., Hermann, édit., Paris, 1941, 102; 
J. suisse Méd., 1946, 44, 1155. 
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Dans Ja deuxiéme figure sont réunies les courbes de la croissance 
bactérienne, dans lesquelles le phage était ajouté en premier lieu a la 
culture. Si on ajoute la streptomycine avant que la lyse ne commence, 
on constate que celle-ci s’effectue avec un retard semblable a celui que 
nous avions observé lorsque la streptomycine était ajoutée en méme 
temps que le phage. 

Au contraire, si la streptomycine est ajoutée a la culture pendant Ja 
lyse, celle-ci est sensiblement accélérée. Il semble ici s’agir d’une 
synergie de la streptomycine et du phage analogue a celle qui a été 
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phage et streptomycine; y =ivtervention; @=I1V goultes de phage N pur: 
S= 20 y streptomycine par centimétre cube. 
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Fic. 2. — 1, phage seul; 2-7, phage + streptomycine; y = intervention; 
@ =1V gouttes de phage N pur; 8 = -0 y streplomycine par centimetre cube. 


décrite par Himmelweit (8) et par P. Nicolle et l’un de nous 
[Faguet] (4) dans le cas de la pénicilline et du bactériophage 

Les cultures secondaires qui se développent beaucoup plus tard «ue 
dans une culture soumise au phage seul, sont aussi streplomycino- 
résistantes. Nous ne pouvons pas, actuellement, donner d’explicalion 
de ces phénomeénes, mais les faits observés peuvent étre résumés de fa 
facon suivante : 

Les observations au microbiophotométre des cultures du_ staphylo- 
coque blanc Twort soumises a l’action conjuguée de la streptomycine 
et du bactériophage N montrent que la streptomycine ajoulée avant 


(3) F. Himmetwerr, Lancet, 1945, 2, 104. 
(4) P. Nicotte et M. Facuer, ces Annales, 1947, 73, 490. 
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ou en méme temps que le phage, c’est-i-dire avant la lyse, retarde 
celle-ci jusqu’a l’apparition des cultures streptomycinorésistantes. A 
ce moment, elle se produit avec ses caractéristiques habituelles et elle 
est suivie de l’apparition d’une culture secondaire. Si la streptomycine 
est ajoutée pendant la lyse phagique, elle accélére celle-ci, donc elle 
produit un effet synergique. Les cultures secondaires phagorésistantes 
sont dans les deux cas streptomycinorésistantes. 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage et C. N. R. S.). 


UN NOUVEAU TYPE ANTIGENIQUE DE SA/GELLA BOYDII 


par S. SZTURM, D. et M. PIECHAUD®et R. NEEL. 


Dans le cours de cette année, l’un de nous a isolé, & Madagascar, 
chez deux malades présentant un syndrome dysentérique complet avec 
émission de glaires muco-sanglantes, un bacille immobile, ne gardant 
pas la coloration de Gram et présentant les caractéres biochimiques 
des Shigella. Ces deux souches, D 15 et D 21, ont été isolées sur gélose 
lactosée au bleu de bromothymol en cullure presque pure, associées seu- 
lement & quelques bacilles du cdélon. 

Les deux germes sont immobiles 4 Vexamen 2 I’état frais, en gélose 
molle A l’étuve ou a la température du laboratoire. 

En vingt-quatre heures, leur culture en bouillon est abondante, 
homogéne avec des ondes moirées ; leurs colonies sur gélose sont 
rondes, régulitres, transparentes, de 2 4 4 mm. de diamétre. 

Ils ne produisent ni indol, ni H,S ; n’utilisent ni Vurée, ni le 
citrale ; ne modifient ni le lait, ni le petit lait tournesolés. 

Ils ne fermentent ni lactose, ni saccharose, ni dulcite. 

Comme toutes les Shigella flexneri ou boydii (1) ils utilisent le glu- 
cose, la mannite et l’arabinose ; ils fermentent aussi maltose, galac- 
tose et glycérine (D 21 en vinglt-qualre heures, D15 en huit jours). 

Tous les caractéres de ces deux souches: sont semblables, cependant 
D 15 utilise le xylose en six jours, tandis que D 21 ne le fermente pas 
méme en trois semaines. 

Pour I’étude sérologique de ces deux souches, que leurs caractéres 
biochimiques classent dans le groupe des _ paradysentériques, nous 
avons utilisé des suspensions vivantes, formolées et bouillies. Aucun 
des sérums de Shigella flexneri ou de Shigella boydii n’agglutine ces 
deux souches. 

Nous avons aussi recherché les rapports possibles avec les autres 
Shigella et les Salmonelles sans trouver aucun antig?ne commun. 

Nous avons préparé avec la souche D15 un sérum agglutinant en 
faisant & un lapin quatre injections A cinq jours d’intervalle de 1/2, 
1, 1, 1 cm*® d'une émulsion contenant environ 1 milliard de germes 
par centimetre cube. L’animal fut saigné le huiti#me jour apres la 
derniére injection. 


(1) William H. Ervine, J. Bact., 1949, 57, 633. 
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Le sérum ainsi préparé agglutinait sa souche homologue D15 4 
1/3.200 et la souche D 21 a 1/6.400. L’absorption du sérum par une 
culture de D 21 supprime toute agglutination de la souche D15 par 
son sérum homologue. Aucune souche de Shigella n’est agglutinée par 
ce sérum méme 2 la dilution de 1/20. 

Nous pensons donc qu’il s’agit d’une huititme Shigella boydii (1), 
pulsque cette souche, ayant tous les caractéres des paradysentériques, 
ne présente qu’un antigéne spécifique de type. 


(Service de Microbie de l'Institut Pasteur 
et Institut Pasleur de Tananarive.) 


LES SALMONELLOSES DANS LE NORO DE LA FRANCE 


par R. BUTTIAUX, L. LE MINOR et A. KESTELOOT (14). 


Au cours des années 1947-1948 et des dix premiers mois de 1949, 
uous avons recherché les Salmonella dans 1.242 selles d’individus dif- 
férents. I] s’agissait d’échantillons provenant de malades atteints de 
syndromes intestinaux d’allure infectieuse, aigus, subaigus ou chro- 
niques, et habitant les départements du Nord et du Pas-de-Calais. Les 
recherches ont été effectuées de la facon suivante : 

1° Ensemencement large et simultané des féces sur milieu au sélé- 
nite acide de sodium et sur milieu de Muller-Kauffmann ; 2° aprés 
incubation a 37° durant dix-huit 4 vingt-quatre heures, repiquage des 
milieux d’enrichissement sur SS. agar (Difco) et gélose au désoxycho- 
late-citrate-lactose de Leifson ; 3° isolement des colonies suspectes sur 
milieu de Kligler (lactose + glucose + sulfate ferreux) ; 4° étude bio- 
chimigue et antigénique des germes aprés nouvel isolement sur gélose 
lactosée au bromo-crésol-pourpre. 

Dans ces 1.242 selles, nous avons isolé 247 fois une Salmonella, soit 
dans 19,8 p. 100 des cas. Cette fréquence élevée pouvait étre due 
a l’épidémie de fiévre paratyphoide B ayant sévi en France dés mars 
1949. Si nous séparons les années 1947-1948 durant lesquelles aucune 
épidémie importante de salmonellose n’a été signalée, de l’année 1949, 
nous avons les résultats suivants : 

Durant les années 1947-1948 : 


Nombre de selles examinées. ...... .«..-.- 607 
Nombre de Salmonella isolées. ...-......--.--. $2 
Sommimppourcemtagevdes sawn. ce. ss «ee 13,5 p. 100 


Durant les dix. premiers mois de 1949: 


Nombre de selles examinées. ...-....-+.-++: 635 
Nombre de Salmonella isolées. ....-.-+.+++-> 165 
Soiumepourcentasesde. ss )-0) - 2 4-2 - 9  * e 25,9 p. 100 


(1) Travail effectué en partie grace a une allocation de recherches de 
VInstitut national d’Hygiéne. 


[> 
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Il apparait donc, qu’en dehors de toute épidémie importante, les 
Salmonella jouent cependant un rédle manifeste dans l’étiologie des 
syndromes intestinaux infectieux, puisqu’on les y_ trouve dans 
13,5 p. 100 des cas. 

Les espéces les plus fréquemment identifiées ont été : 

S. paratyphi B1 (23 fois en 1947-1948, 148 fois en 1949, 
soil 67,4 p. 100). 

S. typhi (30 fois en 1947-1948, 12 fois en 1949, soit 17 p. 100). 

S. typhi murium (19 fois en 1947-1948, 5 fois en 1949, soit 9,7 p. 100). 

I] existe en outre d’autres especes beaucoup plus rarement rencon- 
irées ; certaines justifient l’énoncé de quelques détails bactériologiques 
ou épidémiologiques : 

S. paratyphi B2 a été trouvée 3 fois dans une intoxication alimen- 
taire collective trés bénigne. 

S. essen a été isolée 1 fois dans une selle d’enfant présentant une 
diarrhée aigué avec hyperthermie. 

S. enteritidis, rencontrée 8 fois, a produit des syndromes gastro-intes- 
tinaux d’allure clinique trés aigué et grave. Une des souches a été 
isolée sous la forme muqueuse. 

S. pullorum a été isolée chez trois sujels ayant absorbé des ceufs 
contaminés, cuits « sur le plat ». L’observation détaillée a été rap- 
portée par ailleurs (1). On sait maintenant que cette Salmonella aviaire 
peut ¢lre pathogtne pour l’-homme (2). 

S. bovis morbificans a été responsable, dans 1 cas, de manifestations 
cliniques séveres d’allure typhoidique. G. Stable et G. Philpott Iris (8) 
ont décrit une grave épidémie de gastro-entérite infantile survenue en 
Austrajie et due & ce méme germe. Dans un autre cas, nous avons 
isolé S. bovis morbificans chez un porteur de germes sain qui semble 
s’élre contaminé trente ans auparavant, durant la guerre 1914-1918. 

S. newport n’a été trouvée qu’une fois. 

S. paralyphi A variété durazzo existait dans les selles d’un porteur 
de germes sain, employé dans une industrie alimentaire. Ce sujet est 
responsable d’un certain nombre de cas d’intoxication alimentaire 
qu'il nous a été malheureusement impossible d’étudier complétement. 
La souche isolée possédait le seul antigéne somatique II A l'état pur. 
I! est remarquable que nous n’ayons jamais isolé dans le Nord de la 
France de souche de S. paralyphi A typique possédant les antigénes I 
etelt. 

S. ballerup a été isolée chez un malade présentant des troubles coli- 
tiques. On sait que S. ballerup ne fait plus partie du genre Salmo- 
nella. Nous la signalons cependant ici. La souche isolée qui possede 
Vantigéne Vi nous sert maintenant pour la recherche des _bactério- 
phages Vi dans les eaux. 

I] est remarquable de noter que nous n’avons pas trouvé de S. cho- 
lerae suis dans nos coprocultures. Sohier et Jaulmes ont attiré latten- 


(1) Ch. Gernez-Rieux, R. Burriaux, A. Kesreroor et R. Surrran, Presse 
Méd., 1949, p. 479. 


git P. R. Eowarps, D. W. Bruner et A. B. Moran, J. inf. Dis., 1948, 
, 220 


(3) G. Starter et G. Pumprorr Iris, Med. J. Austral., 1948, 2, 63. 
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tion sur l’importance de ce germe, en France (4) ; Seligman, Saphra 
et Wassermann (5), Edwards, Bruner et Moran (2) viennent, en 1946 
et 1948, de signaler son réle dans les salmonelloses aux U.S. A. Notre 
région du Nord semble en étre exempte jusqu’a présent. Nous ]’avons 
cependant isolée dans un pus d’abcés osseux et dans un liquide pleural 
de deux malades de nationalité étrangére. Les deux fois il s’agissait 
de S. cholerae suis, variété kunzendorf. 

De méme, nous avons trouvé S. typhi murium dans un pus d’abcés 
ganglionnaire ayant l’aspect clinique d’un abcés froid. 

Ces résultats montrent l’importance des salmonelloses et la variété 
des Salmonella trouvées dans la région du Nord de notre pays. Il s’agit, 
en France, d’un probléme d’hygiéne publique. La trés importante épi- 
démie de fiévre paratyphoide B de 1949 en est une démonstration 
péremptoire. Ils ‘posent des problémes d’organisation biologique et 
épidémiologique sur lesquels nous reviendrons par ailleurs. 


(Instituts Pasteur de Paris et de Lille.) 


L'ISOLEMENT DE L’ACHORION SCHONLE/NI EN GRECE 
SUR LE MILIEU NUTRITIF DE SA8OURAUD MODIFIE 


Par Tutopore G. STAVRIANOPOULUS. 


Les avis contradictoires, émis par les divers auteurs quant au nombre 
des achorions d’origine humaine, nous ont incité a assayer d’établir 
quel est l’Achorion qui se rencontre habituellement, et s’il existe a la 
fois plusieurs variétés d’Achorion schénleini, ou d’autres Achorion 
d’origine humaine. Notre contribution dans ce domaine a été, ainsi 
que le prouvent nos expériences, la modification du milieu de Sabou- 
raud et l’isolement en cultures pures et typiques, pour la premiére 
fois en Gréce, de l’Achorion schénleini, au Laboratoire microbiologique 
de l’hépital André Syggros. 

En utilisant d’abord le milieu de Sabouraud, nous n’avons pu 
obtenir de cultures pures, car 4 un stade de développement de la 
culture, et méme vers les cinquiéme et sixiéme jours, celle-ci était 
recouverte trés abondamment par un Penicillium. Louste et Glere 
ayant observé que le favus se développe trés facilement chez les sujets 
atteints de diabéte sucré, nous avons été amené a utiliser le sérum 
sanguin de ces sujets en l’ajoutant au milieu de Sabouraud comme 
un élément probablement favorable au développement du champignon. 

En utilisant du sérum sanguin de diabétique de 3 ou 4 p. 100 de 
glucose (2 cm’ par tube de milieu de Sabouraud), nous avons obtenu 
un nouveau milieu qui nous a donné des résultats trés satisfaisants. 

Nos expériences faites sur 58 cas de favus humain de toutes formes 
et de toutes localisations [favus des régions pileuses, favus urcéolaire, 
favus scutiforme, favus pityriasique, favus impétigineux, favus des 


(4) R. Sonter et Jaurmes, Presse Méd., 1943, p. 10. 
/5) E. Secicman, I. Sapara et M. Wassermann, J. Immunol., 1946, 54, 69. 
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régions glabres (forme « herpeticus »), favus des ongles| sur ce milieu 
nous ont donné des cultures pures et typiques dans une proportion 
de 87 p. 100. 

A partir de ces cultures, nous avons ensuite obtenu, par transplan- 
tations successives, des formes intermédiaires et duveteuses qui different 
essentiellement des primitives, en volume, en finesse des circonvolu- 
tions, en vitesse de développement, et en couleur. Dans les cultures, 
le champignon présenta une grande variété morphologique, ainsi que 
la décrit en détail Sabouraud. 


Conclusions. — a) Toutes les formes de favus, du cuir chevelu, de 
la peau glabre et des ongles sont dues exclusivement a |’Achorion 
schénleini. 

b) L’aspect différent des lésions que nous avons trés souvent observé 
chez l’homme, surtout entre les Iésions du cuir chevelu et celles de 
la peau glabre, est dd, a notre avis, aux conditions locales dans les- 
quelles se développe le champignon et A d’autres facteurs jusqu’a 
présent mal connus, 

Par conséquent, il n’existe pas deux variétés de ce genre provoquant 
une le favus 4 godets, l’autre le favus en cercles. 

c) Aucune autre espéce, identique ou non a celles qui ont été décrites 
par différents auteurs, n’a été isolée. 


(Laboratoire Microbiologique de lVlépital « André Syggros » d’Athénes.) 


Les communications suivantes parattront en Mémoire dans _ les 
Annales de UInstitut Pasteur. 


Quelques observations sur la microflore des eaux et des sédi- 


ments oligocénes du Bassin de Manosque (Basses-Alpes), 
par M™° H, Wryocrapsky. 


Accumulation des substances dissoutes par les corps micro- 


biens. Etude quantitative par polarographie. I. Fixation du 
bleu de méthyléne, par A. Kerprs. 


ERRATUM 


Communication J. Blass, M. Machebeuf, P. Springell et F. Tayeau : 
‘ Devenir des cénapses lipoprotéiques au cours de | hydrolyse enzyma- 
lique des protéines du sé:um sanguin » ; Ces Annales, novembre 1949, 
77, 508, premiére ligne : 

Au lieu de: L’un de nous {4] 

Lire : L’un de nous [3 


Le Gérant : G. Masson. 


Dépét légal. — 1950. — 1° Trimestre. — Numéro d’ordre 1136. — Masson et Cie, édit., Paris 
Anc®# Imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE PHANAIEE 
(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Rovx, Paris, 15°.) 


EXTRAIT DES STATUTS : 


Article premier. — L’association dite Association des Microbiologistes 
de Langue Frangaise, fondée en 1937, A Paris, a pour but de grouper les 
Microbiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. ne 
a son siége a Paris. 

L’association se compose de mabmbivs nalionaux et de membres 
€étrangers de toutes langues. ; 

La langue frangaise ‘est la langue officielle des Congrés de I’Associalion 
et celle de la publication de ses travaux. 

Art. 2. — L’A.M.L.F. est instituée uniquement pour ]’étude et la 
_ discussion en commun de toutes les disciplines relevant de la science 
o ~ microbiologique. 

_ Art. 8. — Les membres nationaux de 1’A.M.L.F., ainsi que les 
- membres étrangers résidant habituellement en France constituent la Sec- 
~ tion frangaise de 1’A,M.L.F. ou SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIO- 
- LOGIE. La Section francaise de 1’A. M. L. F. regoit dans l’intervalle des 

_ Congres une délégation permanente du Conseil de 1’A. M. L. F. Son activité 

est régie par un réglement intérieur, approuvé par |’Assemblée Générale. 

- Art. 4. — La Section francaise de 1’A. M. L. F. ou SOCIETE: FRANCAISE 
DE MICROBIOLOGIE, constitue de plein droit la Section francaise de 
- LAssociation internationale de Microbiologie. — 

Art. 5. — Peut faire partie de ]’Association toute personne Peliphesant 
- une fonction scientifique dans un laboratoire de microbiologie (microbio- 
* logie pure ou appliquée, bactériologie, pathologie infectieuse, immuno- 
x a logie, sérologie, chimiothérapie, cancérologie), ou ayant publié des travaux 

~ scientifiques de microbiologie. 

Art. 28, — Publications — Les publications des inatatx exposés dans 
les séances mensuelles se font dans les conditions et selon les modalités 
~ décidées par le Bureau de la Section francaise. — 

_ Le Bureau peut refuser de publier tout travail ou communication, qui 
ne serait pas conforme aux buts de l’association ou au caractére de ses 
publications. Ses décisions sont sans recours. 

_ Art. 27. — Les auteurs des communications ‘et. démonstrations devront 
_ @tre membres de 1l’Association. Les étrangers & l’Association ne seront 
- acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataire un membre de 
_ Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communi- 
“cation, ou si un membre de l’Association ayant assisté aux recherches 
' rapportées se charge de discuter le travail en séance. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
- par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’ Associa- 
_ tion se réunit en séances consacrées & des communications scien- 
_tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aott et septembre 
_exceptés), @ 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre 
_ de l'Institut Pasteur ; elles sont publiques. 

Les membres désirant présenter des communications sont priés 
d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
pour permettre |’établissement de l’ordre du jour de la réunion. 

Le texte des communications dot étre remis a la séance, établi 
sarietur, en exemplaire AS iiloe hié original. La bibliographie 
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| 
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des auteurs cités sera établie, conformément aux régles adinises par 
l’Association Internationale de Microbiologie, dans l’ordre suivant + 
nom de-l’auteur, fifre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, fome (en chiffres arabes gras), page. Les 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs, sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des délais de publication. La Rédaction se charge, 'e cas échéant, 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés 4 
temps, soit huit jours aw moins avant la séance, pour parulion dans_ 
le numéro suivant des Annales de l’Institut Pasteur. 
En raison des restrictions apportées aux publications par les | 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les. 
Annales de I’ Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. ‘Les références 
bibliographiques et les clichés, s’if y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximuim sera retournée 
& son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 
Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en 
Mémoire, 
Le Secrétaire général : P. Lipine. 


Seance du 3 Novembre 1949. 
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